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GLOSARIO

Agudo: Ocurre dentro de un periodo corto (minutos, horas o algunos días) en
relación con el periodo de vida del organismo de ensayo.

Agua residual: Desecho líquido proveniente de residencias, edificios,
instituciones, fábricas o industrias. (RAS 2000, título A, Capítulo A.12)

Análisis físico-químico de agua: Son aquellas pruebas de laboratorio que se
efectúan a una muestra para determinar sus características físicas, químicas o
ambas.

Bioensayo: Son herramientas de diagnóstico utilizadas para determinar el
efecto de agentes físicos/químicos sobre organismos de prueba, bajo
condiciones experimentales específicas y controladas. Estos efectos pueden
ser evaluados por la reacción de los organismos (muerte, crecimiento,
proliferación, multiplicación, cambios morfológicos, fisiológicos o histológicos).

Carta control: Gráfico utilizado para seguir cambios a través del tiempo del
punto final medido para un compuesto tóxico de referencia. En el eje X se
grafica el número de ensayo, y en el eje Y, la concentración tóxica efectiva.

CE50/CI50: Concentración efectiva o de inhibición media. Concentración del
material en agua, suelo o sedimento que se estima afecta al 50% de los
organismos de ensayo. La CE50 y sus límites de confianza (95%) son
usualmente derivados de análisis estadístico.

Contaminante: Sustancia ajena, presente en un sistema natural en una
concentración más elevada de lo normal por causa de actividad antrópica
directa o indirecta. En un sentido más amplio se le define como la presencia de
cualquier agente físico, químico o biológico, o de combinaciones de los mismos
en lugares, formas y concentraciones tales y con tal duración que sean o

puedan ser nocivos para la salud, la seguridad o bienestar de la población, o
perjudiciales para la vida animal y vegetal, o que impidan el uso y goce de las
propiedades y lugares de recreación.

Control: Es un tratamiento en una investigación que duplica todos los factores
que puedan afectar el resultado, excepto la condición que está siendo
investigada (sinónimo de control negativo).

Control positivo: Evaluación de la respuesta tóxica con una sustancia de
referencia, utilizada para controlar la sensibilidad de los organismos al
momento en el cual se evalúa el material problema.

Cromo Hexavalente: El cromo hexavalente es producido generalmente en
procesos industriales, produciendo efectos nocivos en la salud cuando es
ingerido o al contacto con el y es altamente contaminante para los ecosistemas
por su grado de toxicidad.

Dicromato de Potasio: (K2Cr2O7) es una sal del hipotético ácido dicrómico.
Sustancia de color intenso naranja, oxidante fuerte, en contacto con sustancias
orgánicas puede provocar incendios.

Dosis letal 50 (DL50): Es la dosis única obtenida estadísticamente de una
sustancia de la que cabe esperarse que, administrada por vía oral, cause la
muerte a la mitad de un grupo de organismos en un tiempo determinado.

Ensayo de toxicidad: Determinación del efecto de un material o mezcla sobre
un grupo de organismos seleccionados bajo condiciones definidas. Mide las
proporciones de organismos afectados

o el grado de efecto luego de la

exposición a la muestra.

Germinación: Es el proceso de germinación; es esencialmente la reiniciación
del crecimiento del embrión una vez superado el periodo de latencia y cuando

las condiciones de temperatura, luz, disponibilidad de oxígeno y agua son las
adecuadas.

Hipocótilo: Porción del tallo de un embrión o de la plántula situado entre los
cotiledones y la radícula.

Lactuca sativa (Lechuga): Planta herbácea hortícola, propia de las regiones
templadas, comestible.

Protocolo: Es un conjunto de procedimientos explícitos para un ensayo o
experimento, de acuerdo con lo establecido entre las partes y descrito en un
documento.

Radícula: Extremo basal del eje embrionario, raíz originada en la semilla y que
dará la raíz primaria.

Tóxico: Sustancia química que Dependiendo de la concentración y tiempo de
exposición produce alteraciones bioquímicas, fisiológicas, estructurales o la
muerte a un organismo vivo.

Toxicidad aguda: Efecto adverso (letal o subletal) inducido sobre los
organismos de ensayo en prueba durante un periodo de exposición del material
de ensayo, usualmente de pocos días.

Tóxico de referencia: Compuesto químico orgánico o inorgánico utilizado en
pruebas de toxicidad con fines de control de calidad analítica de los organismos
a utilizar en las pruebas.

RESUMEN

En el presente proyecto se estudiaron los efectos fitotóxicos sobre la semilla
Lactuca sativa, mediante la realización de baterías de ensayo, con el fin de
determinar la concentración de inhibición media del cromo (CE50).
Inicialmente se llevaron a cabo 20 pruebas con dicromato de potasio, para
poder determinar la sensibilidad de la semilla frente al tóxico, teniendo en
cuenta resultados arrojados en proyectos anteriores; luego de esto se definió
el patrón para cromo hexavalente, teniendo en cuenta las pruebas con el
dicromato de potasio, ya que este posee en su compuesto como elemento al
cromo en estado de +6.

Para finalizar y dándole una aplicabilidad a los ensayos fitotóxicos se decidió
analizar el comportamiento de la Lactuca sativa sobre un vertimiento de cromo,
proveniente de una industria galvanica, para evaluar su toxicidad, por lo que
fue necesario realizar algunas pruebas preliminares, para ya después definir
las definitivas con un total de 5 pruebas. Posteriormente se efectuó un pretratamiento, mediante precipitación química buscando no solo reducir la
concentración del metal en el vertimiento sino también su grado de toxicidad
para con la semilla, es decir la concentración de inhibición media (CE50), para
este procedimiento se requirieron de 5 pruebas también.

ABSTRACT

In the present project they were studied the phytotoxic effects on the Lactuca
sativa seed, these were done in batteries of test in order to determine the
concentration of average inhibition of the chrome (CE50).
Initially 20 tests were carried out with dicromato of potassium, because is
necessary to determine the sensibility of the seed opposite to the toxin, in base
with the results that are throw in previous projects. Then of this the hexavalente
chrome patron was define with the tests of dicromato of potassium, because
this has in its compound as an element to chrome in +6 state.

Finally and how the phytotoxic tests need an applicability, was necessary to
analyze the behaviour of the Lactuca sativa on the chrome poured, that it come
of the galvanic industry, to evaluated its toxicity, it was necessary to do some
preliminaries tests, but then it was define with definitive test with a total of 5.
Later it was necessary to do a pre-treatment used the chemical rainfall,
because was necessary to reduce the concentration of the metal in the poured,
as to reduce the grade of toxicity for the seed, its mean its concentration of
average inhibition (CE50), to this procedure it’s was necessary 5 tests too.
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CONTENIDO
1. Objetivo
2. Definiciones
3. Principio del modelo matemático
4. Procedimiento
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Anexo B Representación gráfica del cálculo de la CL50
Anexo C Determinación del Chi-cuadrado (X2).
Anexo D Factor (p) para el Probit calculado (Y).
1. OBJETIVO
Evaluar los resultados de los ensayos por medio de un modelo estadístico

2. DEFINICIONES
Concentración: La concentración es la magnitud física que expresa la cantidad de un
elemento o un compuesto por unidad de volumen.
Dosis: Contenido de principio activo, expresado en cantidad por unidad de toma, por
unidad de volumen o de peso en función de la presentación, que se administrará de una
vez.
Efecto: Consecuencia positiva o negativa, de la ocurrencia de un evento.
Modelo: Conceptualización de un evento, un proyecto, una hipótesis, el estado de una
cuestión, que se representa como un esquema con símbolos descriptivos de
características y relaciones más importantes con un fin: ser sometido a modelización como
un diseño flexible, que emerge y se desarrolla durante el inicio de la investigación como
una evaluación de su relevancia.
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Toxicidad aguda: La toxicidad aguda tiene por objeto determinar los efectos de una dosis
única y muy elevada de una sustancia. Usualmente, el punto final del estudio es la muerte
del animal y la toxicidad aguda se expresa por la dosis letal 50, que viene a representar
más o menos la dosis de la sustancia que produce la muerte en el 50% de los animales.
Probit: Modelo estadístico que analiza las pruebas de toxicidad. El método consiste en la

aplicación de correlaciones estadísticas para estimar las consecuencias desfavorables
sobre una población a los fenómenos físicos peligrosos; nos da una relación entre la
función de probabilidad y una determinada carga de exposición.

3. PRINCIPIO DEL MODELO MATEMATICO

En un experimento típico de pruebas de toxicidad se tiene la siguiente situación:
Concentración de la sustancia o dosis (d).
Número de individuos (n).
Número de organismos muertos o afectados (r).
Porcentaje de efecto (p).

p

r
n

100

La representación gráfica de p vs. d, o relación dosis-respuesta, genera una curva
parabólica que muchas veces presenta dificultades en la construcción de un modelo lineal.
Una forma de abordar este problema es transformando d a una escala logarítmica (X =
log10 (d)), lo cual mostrará una relación dosis-respuesta de forma S o sigmoidea normal,
como se muestra en la figura 1; de esta manera la distribución de p vs. X será de tipo
normal
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Figura 1. Relación dosis-respuesta

Posteriormente, mediante las tablas de Probit se transforma p (porcentaje de efecto) a
unidades Probit (buscando en una tabla de distribución normal el valor de z correspondiente
a una probabilidad acumulada igual a p y sumándole a continuación cinco unidades), se
obtiene una distribución de puntos en un sistema bivariado de tipo lineal, los cuales se
procesan según un análisis de regresión típico. Vale la pena enfatizar que el Probit es una
transformación sobre la tasa de efecto (p), y la ecuación generada es de la forma:

y

a

bx

Donde:
y (expresado en unidades Probit) = z + 5
z= Variable normal estándar = zO tal que la Prob (z ≤ zO) = p
a y b son los estimadores de los parámetros de la recta de regresión
Asi, cuando p= 50% entonces y = 5, por lo tanto:
X5= log10 CL50, entonces CL50 = 105
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Para facilitar los cálculos, simplemente se puede usar un software como el suministrado por

LB06

la US Environmental Protection Agency (US EPA): Probit Analysis Program, El procedimiento
Probit permite encontrar estimadores m-verosímiles de parámetros de regresión y de tasas
naturales (por ejemplo, tasas de mortalidad) de respuesta para ensayos biológicos,
analizando porcentajes de efecto vs. dosis dentro del marco de la regresión.
4. PROCEDIMIENTO
Para el cálculo de la CL50 por este método es necesario contar, por lo menos, con dos
porcentajes intermedios del efecto esperado (valores entre 0 y 100%).
Con los resultado obtenidos en los ensayos de toxicidad aguda con Daphnia Pulex se
debe construir una tabla que contenga los siguientes datos:
Concentración de la sustancia ensayada en %
Logaritmo en base 10 de las concentraciones (x)
Numero de organismos en cada concentración
Número de organismos muertos en cada concentración (r).
Porcentaje de mortalidad en cada concentración (P).
Probit empírico (PE).
Probit esperado o calculado (Y).
Los cinco primeros resultados corresponden a datos experimentales; el Probit empírico
se obtiene de la tabla del anexo A con el porcentaje de mortalidad observada en cada
una de las concentraciones.

Concentración
del agente
tóxico
(%)

Tabla 1: Cálculo de la CL50 por el método Probit
Log10 de la
Núm. de
Núm.
Porcentaje
Probit
concentración organismos
de
de
empirico
(X)
(N)
muertos mortalidad
(PE)
(r)
(P)

Probit
calculado
(Y)
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A partir de estos datos se elabora una gráfica en papel cuadriculado, colocando en el
eje x el logaritmo de las concentraciones y en el eje Y el Probit empírico (figura 1 Anexo
B), y se ajusta la recta a través de estos puntos. En el gráfico se traza una línea a partir del
Probit 5,0 hasta cortar la línea trazada; el valor correspondiente en el eje x se denomina m
y el antilogaritmo de este valor corresponderá a la CE50 o CL50.
Para el cálculo del Probit esperado o calculado, debe hallarse el valor de S
correspondiente a la tasa de incremento del log de la concentración (x) por unidad de
incremento del Probit.
Para el cálculo del Probit esperado o calculado, debe hallarse el valor de S
correspondiente a la tasa de incremento del log de la concentración (x) por unidad de
incremento del Probit
En la recta trazada se calcula la pendiente, tomando el porcentaje donde se halló el
mayor y el menor efecto, así como los probits correspondientes a estos valores,
remplazando en la siguiente formula:
S = (X – x) / (PE – Pe)
Donde:
X: Mayor concentración
x: Menor concentración
PE: Probit empírico correspondiente a la mayor concentración
Pe: Probit empírico correspondiente a la menor concentración
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A partir de estos datos se elabora una gráfica en papel cuadriculado, colocando en el
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eje x el logaritmo de las concentraciones y en el eje Y el Probit empírico (figura 1 Anexo
B), y se ajusta la recta a través de estos puntos. En el gráfico se traza una línea a partir del
Probit 5,0 hasta cortar la línea trazada; el valor correspondiente en el eje x se denomina m
y el antilogaritmo de este valor corresponderá a la CE50 o CL50.
Para el cálculo del Probit esperado o calculado, debe hallarse el valor de S
correspondiente a la tasa de incremento del log de la concentración (x) por unidad de
incremento del Probit.
Para el cálculo del Probit esperado o calculado, debe hallarse el valor de S
correspondiente a la tasa de incremento del log de la concentración (x) por unidad de
incremento del Probit
En la recta trazada se calcula la pendiente, tomando el porcentaje donde se halló el
mayor y el menor efecto, así como los probits correspondientes a estos valores,
remplazando en la siguiente formula:
S = (X – x) / (PE – Pe)
Donde:
X: Mayor concentración
x: Menor concentración
PE: Probit empírico correspondiente a la mayor concentración
Pe: Probit empírico correspondiente a la menor concentración
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Así, los valores del Probit esperado o calculado (Y) para cada concentración podrán
ser calculados utilizando la siguiente expresión:

Y

5

x

m
S

Una vez calculados se colocan en la columna correspondiente de la tabla 1.
La prueba de hipótesis utilizada para establecer la asociación entre la concentración
de la sustancia tóxica y la respuesta en unidades probit es la prueba de CHIcuadrado (X2). Los datos para el cálculo de este valor se colocan en una tabla 2
(anexo C) de la siguiente forma:
Concentración de la sustancia estudiada en %
Logaritmo decimal de la concentración (x).
Probit calculado o esperado (Y).
Numero de organismos (N)
Mortalidad observada (r)
Porcentaje de efecto esperado (P).
La mortalidad esperada (NP') se calcula multiplicando (N) por (P').
El cálculo de la desviación de la mortalidad se obtiene hallando la diferencia entre la
mortalidad observada y la esperada. La contribución al Chi cuadrado de cada uno de los
valores se calcula:

(r

NP ) 2 / NP (1 P)

Y para el cálculo de los grados de libertad (n):

n K

2

donde K es el número de concentraciones utilizadas
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Con los datos obtenidos de realiza la siguiente tabla 3 para el calculo del intervalo de
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confianza:
Tabla 3. Valores de X2 para una P=0.05.
Grados de libertad(n)

X2

Para el cálculo de los límites es necesario establecer el error estándar. El error
estándar del log de la concentración letal para el 50% de los organismos se obtiene a
través de la siguiente expresión:

EE log 10 CL50

S 2 1 / SNp (m

x) 2 / SNp( x

x2 )

0.5

4.17. Inicialmente, se construye una tabla en la cual se incorporen los siguientes datos:
Logaritmo decimal de las concentraciones (x).
Numero de organismos por concentración (N).
Probit esperado o calculado (Y).
Factor p, el cual se obtiene de la tabla 4 del Anexo C con el valor Y.
Productos Np, Npx y Npx2, obtenidos de los datos de la misma tabla
Sumatoria de los productos correspondientes a los valores SNp, SNpx y S
Npx2
Factor p debe ser obtenido en la tabla entrando el valor de Probit calculado

Producto Np resultante de la multiplicación de los valores de número de
organismos por el factor p y su respectiva sumatoria.
Producto Npx resultante de la multiplicación del producto anterior por el
logaritmo de las concentraciones con su respectiva sumatoria.
Producto Npx2 resultante de la multiplicación del producto anterior por el
logaritmo de la concentración con su respectiva sumatoria.
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Tabla 5. Cálculo del error estándar del log10 CL50.
Log 10 de la

Núm. De

Probit

Factor

Producto

Producto

Producto

concentración

organismos

calculado

(p)

(Np)

(Npx)

(Npx2)

(x)

(N)

(Y)

Al tener la CL50 y no olvidando que el intervalo de confianza es 95% tendremos la
concentración letal con sus limites inferior y superior respectivamente.
Para el desarrollo de esta investigación se adquirió el Software de Probit, el cual
determinar la CL50-48 y los limites de confianza mas rápido, y su procedimiento es el
siguiente:
Se instala el programa en un computador que cuente con un software de Windows 98
en adelante, creándose una carpeta de Probit en el escritorio.
Dentro de esta carpeta quedaran registrados varios archivos; se dirige al archivo con
nombre PROBFIS2 y se da doble clic donde se abre una ventana de la siguiente manera:
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Da dos opciones para manejar el programa, la (1) es para introducir los datos con el
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teclado, la (2) para introducirlos en fila. Es este paso se escribe (1), y sale:

Ahora se le da un nombre al archivo que se crea con los resultados que determina el
programa, así:
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Ahora el programa pide que se inserten el numero de concentraciones, sin el control,
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numero de muertes en el control, numero de organismos en el control, así:

Ahora se procede a insertar los datos de las concentraciones comenzando por la
concentración menor, el numero de muertes en cada una y el numero de
tratamientos, así:

Así, sucesivamente hasta completar los datos de las 5 concentraciones. Al terminar
este paso se da enter y se cierra esta ventana, en la carpeta de probit aparece un
archivo con el nombre que se le designo a esa batería donde dará los resultaos de la
CL50 son los limites de confianza

FACULTAD DE
INGENIERIA
AMBIENTAL Y
SANITARIA
LABORATORIO
ANÁLISIS DE RESULTADOS, MEDIANTE EL
Página 12 de 22
DE BIOENSAYOS
METODO DE PROBIT
Versión 0
Este procedimiento se debe realizar para cada batería de ensayo, quedaran
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registrados los resultados en su respectivo archivo.
5. EJEMPLO
Se realizo una prueba de toxicidad, de la cual se obtuvieron los siguientes porcentajes de
mortalidad:
Ejemplo de cálculo de la CL50 por el método Probit.
Concentración Log10 de la Núm. de Núm. de Porcentaje Probit
del agente concentración organismos muertos
de
empirico
tóxico
(X)
(N)
(r)
mortalidad
(PE)
(%)
(P)
100
2,0
20
15
75
5,67
50
1,7
20
9
45
4,87
25
1,4
20
5
25
4,33
12,5
1,1
20
2
10
3,72
6,25
0,8
20
1
5
3,36

Probit
calculado
(Y)
5,53
4,96
4,40
3,84
3,27

No se debe olvidar que los cinco primeros resultados corresponden a datos
experimentales; el Probit empírico se obtiene de la tabla de anexo A con el porcentaje de
mortalidad observada en cada una de las concentraciones.
A partir de estos datos se elabora una gráfica en papel cuadriculado, colocando en el eje x
el logaritmo de las concentraciones y en el eje Y el Probit empírico (figura 1 Anexo B), y se
ajusta la recta a través de estos puntos. En el gráfico se traza una línea a partir del Probit
5,0 hasta cortar la línea trazada; el valor correspondiente en el eje x se denomina m y el
antilogaritmo de este valor corresponderá a la CL50. Teniendo en este caso un m = 1.72,
por lo tanto la CL50 = 52.5 mg/l.
En la recta trazada se calcula la pendiente, tomando el porcentaje donde se halló el mayor
y el menor efecto, así como los probits correspondientes a estos valores:

Si:

S

xm

0.8

xM

2.0

(X

PE 3.30
PE 5.55

x) /(PE

PE)

FACULTAD DE
INGENIERIA
AMBIENTAL Y
SANITARIA
LABORATORIO
DE BIOENSAYOS
Siendo:
xM
xm
PE
PE

=
=
=
=

LB06
ANÁLISIS DE RESULTADOS, MEDIANTE EL
METODO DE PROBIT

Página 13 de 22
Versión 0

Mayor concentración.
Menor concentración.
Probit empírico correspondiente a la mayor concentración.
Probit empírico correspondiente a la menor concentración.

Tendremos:

S
S

(2.0 0.8) /(5.55 3.30)
0.533

Obteniendo así la tabla del Chi-cuadrado (X2) como se observa en al Anexo E.
Se remplaza en la ecuación los valores:

n K 2
n 5 2 3
En la tabla 4 se determina el valor de X2 para tres grados de libertad, el valor obtenido es
7,82; al compararlo con el valor obtenido en la tabla, se observa que:
7.82 > 0.482
Por lo tanto, la recta está bien ajustada; en caso contrario, trazar nuevamente la recta y
volver a calcular el Chi cuadrado.
Tabla 5.7. Valores de X2 para una P=0.05.
Grados de libertad(n)
x2
1
3,34
2
5,99
3
7,82
4
9,49
5
11,4
6
12,6
7
14,4
8
15,5
9
16,9
10
18,8
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Para el cálculo de los límites es necesario establecer el error estándar. El error estándar
del log de la concentración letal para el 50% de los organismos se obtiene a través de la
siguiente expresión:

EE log 10 CL50

S 2 1 / SNp (m

x) 2 / SNp( x

x2 )

0.5

Así se construye la grafica:
Cálculo del error estándar del log10 CL50.
Log 10 de la
Núm. de
Probit
Factor Producto Producto Producto
concentración organismos calculado
(p)
(Np)
(Npx)
(Npx2)
(x)
(N)
(Y)
2,0
20
5,53
0,569
11,38
22,76
45,52
1,7
20
4,96
0,635
12,70
21,59
36,70
1,4
20
4,40
0,558
11,16
15,62
21,87
1,1
20
3,84
0,388
7,76
9,54
9,39
0,8
20
3,27
0,194
3,88
3,10
2,48
(Σ)´
46,88
71,61
115,96

En este caso sería:
S= 0.533
x= ∑Npx / ∑Np= 1.527
m= 1.72
∑Np= 46.88

∑Npx= 71.61

∑Npx2=115.96

∑Np(x-x2) = Npx2 – {(∑Npx)2/∑Np} = 6.574

Sustituyendo estos valores en la expresión:
EE log 10 CL50

0.0875

Así, el EE de CL50 será:

EECL 50

log 10

EE log 10 CL50 10 m
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log 10 2.3026
EE log 10 CL50 0.0875
10 m

51.97

Sustituyendo los valores en la expresión:

EECL 50

32 .96

Como la:

CL50

51.97

Intervalodeconfianza m

EECL50

al 95% 51.97 32.46 84.43
51.97 32.46 37.14
Por tanto, la CL50 con los respectivos límites será:
Limite inferior: 41.9 ppm
CL 50: 52.5 ppm
Limite Superior: 63.1 ppm
Utilizando el Software con los datos de el ejemplo anterior seria:
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Al terminar de digitar los datos en el programa, se cierra esta ventana y al abrir el archivo
de nombre B los datos salen registrados de la siguiente manera:
CONCENTRAZIONE
6.25
12.50
25.00
50.00
100.00

LOG(CONC)
0.7959
1.0969
1.3979
1.6990
2.0000

N.TRATTATI
20.
20.
20.
20.
20.

N.MORTI
osservati
1.
2.
5.
9.
15.

attesi
0.68
2.20
5.28
9.73
14.27

Controllo
20.
0.
0.00
======================================================================
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PARAMETRI STATISTICI DELLA REGRESSIONE Y=a+bX :
(Y= probits ponderati; X= log(conc) ponderati)
Intercetta (a)
Pendenza (b)
Media delle X
Media delle Y
CHI quadro

=
=
=
=
=

1.5801
1.9932
1.5377
4.6451
0.4327

es = 0.3991

ALTRI PARAMETRI STATISTICI :
Numero di punti =
5
Gradi di libert… =
3
Mortalit… naturale =
0.0000
es = 0.0001
Numero di cicli =
1
======================================================================
END POINT
CONCENTRAZIONE
LIMITI FIDUCIALI (95%)
inferiore
superiore
LC1
LC50

3.5373
51.9726

0.7646
37.1407

7.1428
84.4326

Como se observa tanto el método manual como con el Software, los resultados de la
CL 50 y los limites de confianza son iguales.
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ANEXO A
Relación entre el Probit empírico y el porcentaje de mortalidad.
%

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

-

2,67

2,95

3,12

3,25

3,36

3,45

3,52

3,59

3,66

10

3,72

3,77

3,82

3,87

3,92

3,96

4,01

4,05

4,08

4,12

20

4,16

4,19

4,23

4,26

4,29

4,33

4,36

4,39

4,42

4,45

30

4,48

4,50

4,53

4,56

4,59

4,61

4,64

4,67

4,69

4,72

40

4,75

4,77

4,80

4,82

4,85

4,87

4,90

4,92

4,95

4,97

50

5,00

5,03

5,05

5,08

5,10

5,13

5,15

5,18

5,20

5,23

60

5,25

5,28

5,31

5,33

5,36

5,39

5,41

5,44

5,47

5,50

70

5,52

5,55

5,58

5,61

5,64

5,67

5,71

5,74

5,77

5,81

80

5,84

5,88

5,92

5,95

5,99

6,04

6,08

6,13

6,18

6,23

90

6,28

6,34

6,41

6,48

6,55

6,64

6,75

6,88

7,05

7,33

%

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

99a

7,33

7,37

7,41

7,46

7,51

7,58

7,65

7,75

7,88

9,09

A Valores entre 99, 0 y 99, 9.
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Figura 1. Representación gráfica del cálculo de la CL50
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ANEXO C
Tabla 2. Determinación del Chi-cuadrado(X2).
Concentración
de la sustancia
tóxica (%)

Log10 de la
Concentración(X)

Probit
calculado (Y)

Porcentaje de
efecto
esperado (P')

Núm.de
organismos (N)

Núm.de
muertos (r)

Mortalidad
esperada (NP')

Desviación (rNP')

Contribuc.al X2
(r-NP')2
________
NP'(1-P')
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ANEXO D

Tabla 4. Factor (p) para el Probit calculado (Y).
Y

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,005 0,006 0,008 0,011

2

0,015 0,019 0,025 0,031 0,040 0,069 0,062 0,076 0,092 0,110

3

0,131 0,154 0,180 0,208 0,238 0,264 0,302 0,336 0,370 0,406

4

0,439 0,471 0,503 0,532 0,558 0,583 0,601 0,616 0,627 0,634

5

0,637 0,634 0,627 0,616 0,601 0,589 0,558 0,532 0,503 0,471

6

0,439 0,405 0,370 0,336 0,302 0,269 0,238 0,208 0,180 0,154

7

0,131 0,110 0,092 0,076 0,062 0,059 0,050 0,031 0,025 0,019

8

0,015 0,011 0,008 0,006 0,005 0,003 0,002 0,002 0,001 0,001
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ANEXO E
Determinación del Chi-cuadrado(X2).

Concentración
Log10 de la
de la sustancia Concentración(X)
tóxica (%)

100
50

2.0
1.7

25
12.5
6.25

1.4
1.1
0.8

Probit
Porcentaje Núm.de
Núm.de Mortalidad Desviación Contribuc.al
calculado de efecto organismos muertos (r) esperada
(r-NP')
X2
(Y)
esperado
(N)
(NP')
(r-NP')2
(P')
________
NP'(1-P')
5.53
0.705
20
15
14.1
0.9
0.19
4.96
0.485
20
9
9.7
-0.7
0.09
4.40
3.84
3.27

0.275
0.125
0.045

20
20
20

5
2
1

5.5
2.5
0.9

-0.5
-0.5
0.1

0.06
0.11
0.01
0.48

ANEXO B
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1. Objetivo
2. Definiciones
3. Principio del modelo
4. Procedimiento
5. Ejemplo
6. Bibliografía
7. Anexo A
1.

OBJETIVO

Comparar si los valores de un conjunto de datos numéricos son significativamente distintos a
los valores de otro o más conjuntos de datos.
2. DEFINICIONES
Variable: conceptos que forman enunciados de un tipo particular denominado hipótesis.
Las variables se refieren a propiedades de la realidad que varían, es decir, su idea
contraria son las propiedades constantes de cierto fenómeno.
Variable Dependiente: características de la realidad que se ven determinadas o que
dependen del valor que asuman otros fenómenos o variables independientes.
Variables independientes: Los cambios en los valores de este tipo de variables
determinan cambios en los valores de otra (variable dependiente).
Grados de libertad: número efectivo de observaciones que contribuyen a la suma de
cuadrados en un ANOVA, es decir, el número total de observaciones menos el número
de datos que sean combinación lineal de otros.
Hipótesis: Las hipótesis son proposiciones provisionales y exploratorias sobre la
veracidad o falsedad de un concepto, una teoría o un modelo con un alcance de trabajo
de investigación por simulación y con métodos de campo o de laboratorio
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El análisis de varianza parte de algunos supuestos que han de cumplirse:
La variable dependiente debe medirse al menos a nivel de intervalo.
Independencia de las observaciones.
La distribución de la variable dependiente debe ser normal.
Homogeneidad de las varianzas
Los modelos de efectos aleatorios asumen que en un factor se ha considerado tan sólo una
muestra de los posibles valores que éste puede tomar, estos modelos se usan para describir
situaciones en que ocurren diferencias incomparables en el material o grupo experimental. El
ejemplo más simple es el de estimar la media desconocida de una población compuesta de
individuos diferentes y en el que esas diferencias se mezclan con los errores del instrumento
de medición.
La técnica fundamental consiste en la separación de la suma de cuadrados (SS, 'sum of
squares') en componentes relativos a los factores contemplados en el modelo. Como
ejemplo, mostramos el modelo para un ANOVA simplificado con un tipo de factores en
diferentes niveles. (Si los niveles son cuantitativos y los efectos son lineales, puede resultar
apropiado un análisis de regresión lineal).

SSTotal = SSError + SSFactores
El número de grados de libertad (gl) puede separarse de forma similar y se corresponde con
la forma en que la distribución chi-cuadrado describe la suma de cuadrados asociada.

glTotal = glError + glFactores
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Al realizar una prueba de toxicidad, se pasan los datos correspondientes a la siguiente
tabla 1
Tabla 1. Formato de Datos de Prueba de Toxicidad
Tratamientos
1

Observaciones
2
3

Yi

Yi Promedio

4

4.3. Se plantea la hipótesis nula y la hipótesis alterna
Ho: µ1 = µ2 = µ3 = µn
H1: µ1

µ2 , para algún par

4.4. El tratamiento de análisis de varianza seria mediante la siguiente tabla 2::
Tabla 2. Análisis de Varianza
FV
Tratamiento

SS
SSTTO

GL
a–1

Error

SSE

N–a

Total

SST

N–1

Ms

SSTTO
a 1

SS E
N a

Donde:
N: Número total de observaciones; N: a * n
n: número de observaciones en cada grupo
a: numero de tratamientos

Fc

SSTTO
SS E

Ft
F (V1 V2)

a 1

N

a
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FV : Fuente de varianza
SS: Suma de cuadrados
GL: Grados de libertad
Ms: Cuadrados medios
Fc: F calculado
Ft: F tabulado
V1: a – 1
V2: N – a
4.5. Para obtener el SSTTO, se debe reemplazar la siguiente formula:

Yi 2
1 n

Y2
N

a 5

SSTTO =
i

4.6. Para obtener el SST, se debe reemplazar la siguiente formula:
a 5

n 5

i 1

J 1

Yi J

SST=

2

Y2
N

4.7. Para obtener el SSE:
SSE= SST - SSTTO

4.7. Al obtener el Fc lo comparamos el Ft, el cual se encuentra en el libro Diseño y
análisis de experimentos Douglas C. Montgomery (anexo A), para refutar o aceptar

alguna hipótesis, esto se hace así:
Fc > Ft Se rechaza la Ho
Fc < Ft Se acepta la Ho
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ANÁLISIS VARIANZA (ANOVA)

5. EJEMPLO:

De una prueba de toxicidad que se realizo en el laboratorio, se obtuvieron los siguientes
resultado:

Tabla 1. Formato de Datos de Prueba de Toxicidad
Tratamientos

Observaciones
2
3

1

Total
4

10

5

5

5

5

20

5

5

5

5

5

20

1

4

3

4

3

14

0,5

1

2

1

0

4

0,1

0

1

0

1

2

Control

0

0

0

0

0

Porcentaje
de
mortalidad
100
100
70
20
10
0

De la cual partimos de dos hipótesis así:

Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos
H1: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los
organismos.
Teniendo en cuenta que tenemos:

Tratamientos:
Observaciones:
Total:

6
4
24

Podemos construir la tabla 2 del análisis de varianza de la siguiente forma:
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ANÁLISIS VARIANZA (ANOVA)
Tabla 2. Análisis de Varianza

FV
Tratamiento

SS

GL

Ms

Fc

101,83

5

20,37

Error

1,5

18

0,08

Total

103,33

23

244,40

Ft
2.77

Como podemos observar el Fc > Ft, por consiguiente se rechaza la hipótesis nula, y se

acepta la hipótesis alterna, concluyendo que las diferentes concentraciones producen
efectos distintos en los organismos prueba.
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ANEXO C

ANEXO D

Determinación de la Concentración de Inhibición Media (CE50) de Cromo
para la Semilla Lactuca sativa Mediante Ensayos de Toxicidad

INTRODUCCIÓN

El paso de los años trae consigo un crecimiento poblacional, el cual va
generando necesidades mayores en la utilización de los recursos naturales, no
solo en la adquisición de éstos, sino también en su uso como disposición final
de algunos procesos;

este muy poco desarrollo sostenible ha venido

generando disminución en la calidad de aguas y aire, además del deterioro en
la fauna y flora.

Debido a este suceso la misma sociedad se ha encargado de buscar
soluciones que disminuyan o controlen la problemática ambiental de diversas
maneras como lo son las plantas de tratamiento, la construcción de chimeneas,
rellenos sanitarios, entre otros.

Pero existen otros métodos como los bioensayos, los cuales se encargan de
medir la toxicidad de alguna sustancia como un importante indicador, pues
constituye un juicio para la evaluación de riesgo que puede producir un
contaminante presente en el ambiente.
El presente proyecto se basa en la determinación de la concentración de
inhibición media (CE50), de cromo por medio de semillas Lactuca Sativa ya que
son parte integral en el estudio de los efectos fitotóxicos que puede llegar a
causar una sustancia tóxica en organismos de tipo vegetal. Para llevarlo a
cabo, se realizaron inicialmente las pruebas de sensibilidad con Dicromato de
Potasio, posteriormente se analizó la toxicidad de un vertimiento de cromo
proveniente de una industria galvanica, finalizando con la realización de un pretratamiento con el fin de disminuir la CE50.
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JUSTIFICACIÓN

La generación de vertimientos con metales pesados como el cromo,
provenientes

de

los

procesos

productivos

de

tipo

industrial,

causa

contaminación a los distintos ecosistemas que entren en contacto con este
trayendo consigo la mutación y/o muerte de las especies, y la posible
bioacumulación del contaminante por la cadena trofica
Con el fin de establecer el potencial toxicológico de las sustancias
mencionadas, se utilizan los bioensayos, los cuales permiten estudiar y
caracterizar a la sustancia, dependiendo de los cambios que se generen en los
organismos empleados cuando entran en contacto con esta. Por tal razón los
bioensayos han ido aumentado a medida que se incrementa el deterioro
ambiental, pues estos generan unos bioindicadores los cuales permiten
conocer en detalle, hasta que punto un ecosistema, en este caso el faunistico
es incapaz de inhibirse frente a un tóxico suministrado de manera deliberada
en su medio.

El presente proyecto se realizó con el fin de mitigar el deterioro ambiental
mediante la evaluación de los vertimientos de diversas industrias en busca del
mejoramiento de sus técnicas y procesos productivos.

Laura Cristina Pinto Vargas

2

Determinación de la Concentración de Inhibición Media (CE50) de Cromo
para la Semilla Lactuca sativa Mediante Ensayos de Toxicidad

1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentración de inhibición media (CE50) de cromo para la
semilla Lactuca sativa mediante ensayos de toxicidad.

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
 Realizar pruebas de sensibilidad con Dicromato de Potasio (K2Cr2O7) en las
semillas Lactuca sativa determinando la concentración de inhibición media en
120 horas.
 Determinar el patrón del metal a estudiar.
 Realizar pruebas de toxicidad con el vertimiento de Cromo proveniente de la
industria galvánica en las semillas Lactuca sativa.
 Realizar el pre-tratamiento para el vertimiento de la industria galvánica
reduciendo la concentración de inhibición media de cromo.
 Determinar el índice de efecto tóxico potencial del vertimiento.
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2. MARCO TEÓRICO

Para el desarrollo del siguiente proyecto de investigación, se considerará en
primer lugar todo lo relacionado con las plantas, seguido de lo que implica el
término toxicología, desarrollando la ecotoxicología, la cual hace parte de una
de sus ramas; posteriormente se tendrá en cuenta lo que son los bioensayos
de una manera generalizada, para pasar a los bioensayos en plantas, eje
central de la investigación. Finalizando el marco teórico se describirá lo que es
la contaminación en medios acuáticos, esto debido a que la tesis desarrolla
bioensayos para vertimientos de industria galvánica, terminando con los
métodos estadísticos de análisis en los que se encuentra el Probit, programa
estadístico, empleado para el cálculo de la CE50 y al análisis de varianza.
2.1 PLANTAS PARA EL DESARROLLO DE LA INVESTIGACIÓN

Las plantas responden de diferentes maneras a estímulos externos, pudiendo
servir como indicadores de la actividad biológica de los contaminantes porque
no solo son sensibles, sino que también proveen respuestas características
frecuentes, mediante alteraciones en su fisiología o a través de su capacidad
para acumularlos, ya que basan su resistencia a los contaminantes con la
estrategia de una eficiente exclusión de este, restringiendo su transporte a la
parte aérea.

2.1.1 Lactuca sativa L. (Lechuga). Se define como una planta herbácea de la
familia de las compuestas, teniendo como principales características tallos muy
cortos, hojas verde brillante sin espinas, donde sus hojas internas poseen una
longitud inferior con respecto a las hojas externas, sus flores son de color
amarillas manchadas o de violeta en panículas. El origen de la lactuca sativa
se sitúa en Asia, a partir de la especie lactuca serriola. Todas las variedades
de lechuga doméstica pertenecen a la especie Lactuca sativa L. Dentro de la
familia, Compositae aparecen otras especies como los girasoles (Helianthus
agnus L), la cerraja (Sonchus oleraceus), el diente de León (Taraxacum
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officinale), y la alcachofa (Cynara scolymus), entre otras. Dentro de la
taxonomía y morfología se identifica1:
 Semillas: están provistas de un vilano plumoso.
 Raíz: No llega nunca a sobrepasar los 25 cm. de profundidad, es pivotante,
corta y con ramificaciones.
 Hojas: Están colocadas en roseta, desplegadas al principio; en unos casos
siguen así durante todo su desarrollo (variedades romanas), y en otros se
acogollan más tarde. El borde de los limbos puede ser liso, ondulado o
aserrado.
 Tallo: Este tiene una formación cilíndrica y ramificada.
 Inflorescencia: Son capítulos florales amarillos dispuestos en racimos o
corimbos2.

2.1.2

Semillas. A medida que el huevo del óvulo fertilizado se va

desarrollando para formar un embrión, las paredes del óvulo van evolucionando
para finalizar en una envoltura seminal, dentro de las cuales se encuentra la
semilla. La semilla es la unidad de diseminación necesaria para la formación
de la nueva planta, aporta protección contra los factores adversos y contra la
desecación y además, suministra alimentos para que esta planta joven puede
crecer hasta que pueda elaborar por si misma su propio alimento.
Las semillas están formadas por una capa externa o cubierta, generalmente
dura, sólida y leñosa, dentro de la cual se encuentra ubicado el embrión,
aunque normalmente disponen de un embrión, existen algunas semillas que
pueden llegar a tener mas de uno. Esto da lugar a dos o más plantas
originadas de una sola semilla.
Por norma general, las semillas presentan una forma oval o globular, y su
tamaño puede variar; pero no solo varían en tamaño, también en olor, textura,
forma de propagación, modificaciones estructurales (espinas, alas o arilos) y en
el tipo y cantidad de alimento que almacenan en su interior; esto último es lo
que explica el valor tan alto que se le da para la alimentación humana y animal,

1
2

http://www.botanical-online.com/florlactucasativa.htm
http://www.infoagro.com/hortalizas/lechuga.htm
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dado el hecho de que todas las semillas dispongan de un suministro tan
importante de nutrientes almacenados.

2.1.3 La germinación y su proceso. La germinación de la planta tiene lugar
cuando la envoltura seminal se reblandece por acción del agua, en un
momento en que la temperatura se hace favorable. El embrión recibe los
nutrientes para su crecimiento a partir del alimento almacenado dentro de la
semilla. El epicolito crece en sentido ascendente, fuera del suelo, para formar
los tallos y las hojas, mientras que las porciones inferiores del hipocótilo crecen
profundamente hacia dentro del suelo, para formar las raíces. El hipocótilo
responde negativamente a la gravedad.
Teniendo en cuenta la viabilidad de la semilla, para que el embrión ubicado
dentro de la envoltura seminal comience a crecer, es necesario la presencia de
un elemento capaz de activar su metabolismo, el proceso por el cual una
semilla comienza a germinar puede ser simple complicado.
La germinación implica seis fases:
 Imbibición del agua: Implica la adsorción de agua e hinchamiento de
materiales coloidales debido a la adsorción de moléculas de agua a las
superficies internas de los materiales. Es el primer proceso que debe ocurrir en
una semilla antes de la germinación.
 Activación enzimática: Indica la existencia de las enzimas con el fin de
obtener sustancias externas.
 Hidrólisis y catabolismo de

los componentes almacenados: La

hidrólisis se encarga de realizar reducciones con los nutrientes orgánicos o
inorgánicos adsorbidos por la semilla para generar el proceso de catabolismo el
cual se desarrolla para simplificar las moléculas generadas por la hidrólisis.
 Iniciación al crecimiento del embrión: Con el suministro de alimentación
se puede realizar el crecimiento de la semilla.
 Anabolismo

o

formación

de

nuevas

estructuras

celulares:

El

anabolismo se encarga de sintetizar la bio información que será utilizada en la
generación de la nueva planta.
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 Emergencia de la plántula: Existen cuatro factores medioambientales que
influyen sobre la germinación: el agua, la luz, el oxigeno y el calor. A parte,
también es preciso considerar la existencia de factores determinantes sobre el
crecimiento posterior a la germinación, como son el control de plagas, la
nutrición y otros factores que puedan afectar el desarrollo de la germinación.3

2.1.4 La plántula. La primera hoja de la emergencia se presenta de una forma
redonda y el resto de hojas tienes sus puntas agudas, en la nueva plántula
emergente se visualiza toda la proporción del limbo de la primera hoja.
La radícula y las raíces seminales del sistema radical seminal se encargan de
absorber agua y nutrientes a partir del suelo lo que permite que las hojas
tengan la capacidad de realizar la fotosíntesis por medio de la cual las plántulas
podrán generar su alimentación y generar un desarrollo óptimo.
La estructura que origina las hojas nuevas es el meristemo aplicado o punto de
crecimiento. En la plántula, este meristemo se localiza por debajo de la
superficie del suelo, ya que los entre nudos comienzan a elongarsen. Si las
hojas localizadas por encima de la superficie del suelo se destruyen, habrá
hojas adicionales que estarán todavía emigrando al exterior, a menos que el
punto de crecimiento haya enfermado, se haya congelado o se haya destruido
de alguna forma.
Las plantas pueden presentar una emergencia hipogea o epigea, en la
emergencia hipogea, el punto de crecimiento puede estar por debajo de la
superficie del suelo durante un tiempo posterior a la emergencia. En la
emergencia epigea, el punto de crecimiento se localiza por encima de la
superficie del suelo inmediatamente después de la emergencia.

2.1.5 Raíces. Debido a que las raíces son normalmente invisibles a primera
vista, es muy común la tendencia de olvidarse de ellas pero lo cierto es que son
formaciones fundamentales para la formación de la planta, es preciso
mencionar que las raíces tienen fundamentalmente cuatro funciones:
 Anclaje de la planta al suelo.
3

PARKER, Rick. La Ciencia de las Plantas, anatomía de las plantas. Paraninfo, 2000. 46 p.

Laura Cristina Pinto Vargas

7

Determinación de la Concentración de Inhibición Media (CE50) de Cromo
para la Semilla Lactuca sativa Mediante Ensayos de Toxicidad

 Absorción del agua y nutrientes.
 Conducción de agua, de los minerales disueltos y de la materia orgánica.
 Reserva de los materiales nutritivos.
Durante el crecimiento, las raíces y los brotes tienden a mantener un equilibrio
hídrico. A medida que las plantas van creciendo el área de las hojas va
aumentando, con el consiguiente incremento de la transpiración del agua. Un
incremento de la perdida de agua tiene su origen en la absorción por parte de
un sistema radical de gran tamaño.

2.2 TOXICOLOGÍA

La toxicología es la ciencia que estudia los efectos adversos de los agentes
químicos sobre los organismos, tanto desde un punto de vista cualitativo como
cuantitativo.

El estudio cualitativo de los efectos tóxicos tiene por objetivo

establecer la naturaleza de dichos efectos, incluyendo su mecanismo de acción
molecular, bioquímico o celular. El estudio cuantitativo de los efectos tóxicos
tiene la finalidad de determinar la relación dosis-respuesta, permitiendo así
establecer las inferencias entre el nivel de exposición y la extensión de los
efectos tóxicos en un determinado organismo o en una población.4

2.2.1

Compuesto tóxico. Es aquel capaz de dañar un sistema biológico,

interfiriendo su funcionamiento normal o provocando su muerte. Sin embargo,
esta definición por sí misma podría extenderse a cualquier sustancia, ya que
todas las sustancias poseen la capacidad de dañar un sistema biológico, si la
dosis es suficientemente alta.

Por consiguiente, la propia definición de

compuesto tóxico debe incluir un componente cuantitativo que permita
diferenciar su potencia para causar efectos adversos en los sistemas biológicos
expuestos.5

4

MORENO GRAU, Maria Dolores. Toxicología Ambiental. Evaluación de riesgo para la salud humana,
principios de toxicología. España: McGraw Hill, 2003. 2 p.
5
Ibid., p. 2.
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2.2.2

Dosis letal media. Dosis única estadísticamente derivada de una

sustancia química que, según se puede pronosticar, causará la muerte de 50%
de una población dada de organismos, bajo un conjunto definido de
condiciones experimentales. Este valor a menudo se ha usado para clasificar y
comparar la toxicidad entre sustancias químicas, pero su utilidad para este
propósito es dudosa.

2.2.3 Concentración letal media. Concentración estadísticamente derivada
de una sustancia química en el que, según se puede pronosticar, causará la
muerte de 50% de una población dada de organismos bajo un conjunto definido
de condiciones experimentales.

2.2.4

Concentración

de

inhibición

letal

media.

Concentración

estadísticamente derivada de una sustancia química en el que, según se puede
pronosticar, causará un efecto no letal definido del 50% de una población
dada de organismos bajo un conjunto definido de condiciones experimentales.

2.2.5

Clasificación de los agentes tóxicos. Los agentes tóxicos pueden

clasificarse de diversas formas, dependiendo del interés y las necesidades de
quien realiza la clasificación. Estos se pueden clasificar:
Conforme a su:
Órgano blanco (hígado, riñón, sistema hematopoyético, etc).
Uso (plaguicidas, disolventes, aditivos alimentarios, etc).
Fuente (toxinas animales o vegetales).
Efectos (carcinógenos, mutágenos, hepatotóxicos, etc).
De acuerdo con su:
Estado físico (gas, polvo, líquido, etc).
Propiedad o propiedades peligrosas –que en muchos países aparecen en la
etiqueta (explosivo, inflamable, corrosivo, etc).
Grupo químico (amina aromática, hidrocarburo halogenado, etc).
Potencial como tóxicos agudos (extremadamente tóxico, moderadamente
tóxico, ligeramente tóxico, etc).
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Según el origen de la exposición humana
Contaminantes del aire.
Agentes de riesgo laboral.
Aditivo alimentarios, entre otros.6
Para propósitos legales y de control, y para la toxicología en general, las más
útiles de estas clasificaciones son las que se basan en las propiedades
químicas y biológicas de los agentes y en las características de la exposición;
por lo tanto las categorías pertenecientes a esta clasificación son:
Muy tóxicos, son aquellos que por su ingestión, inhalación o penetración
cutánea en muy pequeña cantidad, pueden provocar efectos agudos o crónicos
e incluso la muerte.
Tóxicos, son los que

por ingestión, inhalación o penetración cutánea en

pequeñas cantidades, pueden provocar efectos agudos o crónicos e incluso la
muerte.
Nocivos, son aquellos que

por ingestión, inhalación o penetración cutánea

pueden provocar efectos agudos o crónicos o incluso la muerte.
Corrosivos, son los que

en contacto con tejidos vivos pueden ejercer una

acción destructiva de los mismos.
Irritantes, son aquellos no corrosivos que, en contacto breve, prolongado o
repetido con la piel o las mucosas, pueden provocar una reacción inflamatoria.
Sensibilizantes, son los que

por inhalación o penetración cutánea, pueden

ocasionar una reacción de hipersensibilidad, de forma que una exposición
posterior dé lugar a efectos negativos característicos.
Cancerígenos, aquellos que por ingestión, inhalación o penetración cutánea,
pueden producir cáncer o aumentar su frecuencia.
Mutagénicos, los que por ingestión, inhalación o penetración cutánea, pueden
producir alteraciones genéticas hereditarias o aumentar su frecuencia.
Tóxicos para la reproducción, los que por ingestión, inhalación o penetración
cutánea,

pueden

producir

efectos

negativos

no

hereditarios

en

la

6

MÉXICO. SECRETARIA DE ECOLOGÍA Y CENTRO PANAMERICANO DE ECOLOGÍA
HUMANA Y SALUD. Introducción a la Toxicología Ambiental, conceptos básicos de toxicología
ambiental. México: ALBERT, Lina, Dra. 1997. 56 p.
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descendencia, o aumentar la frecuencia de éstos, o afectar de forma negativa a
la función o capacidad reproductora.7

2.2.6 Tipos de exposición. La exposición ambiental a un contaminante se
caracteriza por la ruta de administración y la dosis recibida, que dependen de la
concentración del contaminante, la frecuencia y la duración del contacto.
Por lo que respecta a la duración y frecuencia de la exposición, puede
distinguirse entre exposición aguda y repetida, que a su vez puede ser
subaguda, subcrónica y crónica:
Exposición aguda, con una duración inferior a 24 horas, consiste por lo general
en una única administración del compuesto. Según la ruta de administración
pueden existir distintas modalidades de exposición aguda.

En la ruta por

inhalación, la exposición aguda consiste en la administración continua del
compuesto durante un periodo de duración inferior a 24 horas, normalmente 4
horas. En la vía oral, la exposición suele consistir en la administración de una
sola dosis, mientras que en la vía cutánea la exposición consiste en la
aplicación directa sobre la piel del agente estudiado.
Exposición repetida, en esta la sustancia de ensayo se administra más de una
vez durante un periodo de tiempo variable, en función del cual puede
distinguirse entre las categorías de exposición subaguda, subcrónica y crónica.
La exposición subaguda corresponde a la repetición de la exposición de la
sustancia de ensayo durante un periodo de tiempo relativamente breve, de una
duración de un mes o inferior. La exposición subcrónica tiene lugar durante un
periodo de 1 a 3 meses, mientras que la exposición crónica tiene una duración
superior a 3 meses.
Estas definiciones se refieren a las condiciones de exposición de animales en
ensayos de laboratorio.

Para trasladar estos términos a la exposición de

personas suele hablarse de exposiciones agudas para indicar aquellas
correspondientes a un hecho aislado, mientras que la exposición crónica y
subcrónica se refiere a exposiciones repetidas en un periodo de duración
superior e inferior a 7 años, respectivamente.
7

MORENO. Op. cit., p. 3-4.
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La frecuencia de la exposición es asimismo una variable importante que
determina, junto a la velocidad de eliminación del compuesto, si se produce o
no acumulación, con el correspondiente aumento en la concentración de la
sustancia en el organismo en el tiempo.8

2.3 ECOTOXICOLOGÍA AMBIENTAL

Es definida como la ciencia que estudia la polución, su origen, evolución e
interacciones con las moléculas que integran dinámicamente los ecosistemas,
sus acciones y efectos sobre los seres vivos que forman estos ecosistemas,
con su evaluación, como determinantes de criteriología y profilaxis biológica o
socioeconómica (Sanz Sánchez, 1974).
La ecotoxicología tiene como materia fundamental de estudio la polución sobre
los sistemas bióticos en forma de toxicidad, alteración de especies, reducción
de una determinada productividad, etc, puesto que no siempre un polutante se
comporta como un tóxico neto, sino que puede suponer sólo la creación de un
nivel indeseable en un determinado ecosistema.
Considerando al polutante como un agente físico o una sustancia química que
se encuentra en el ambiente y que tiene un efecto deletéreo sobre los
organismos vivos, se puede destacar la obra de Moriarty (1985) porque ya
resalta la existencia de autores que distinguen entre contaminante y polutante;
contaminante sería la sustancia generalmente resultante de la actividad
humana sin que sea necesario que tenga efectos biológicos, mientras que se
reserva el término polutante para la sustancia química que abarca ambas
características, es decir, aparece como antropogénica y nociva (Moriarty,
1985).
Los estudios ecotoxicológicos se componen de tres secuencias (Truhaut,
1975):
La liberación del polutante, su formación y la génesis en esas fuentes de
polución, los medios y vías de transporte (suelo, aire, agua, alimentos, etc), los
factores que influyen en su difusión, sus absorciones geológicas y las posibles
8

MORENO. Op. cit., p. 4-5.
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alteraciones de sus propiedades fisicoquímicas debidas a los diversos
componentes abióticos del ecosistema que dan lugar a su acumulación o
degradación,

puesto

que

siempre

debe

tenerse

presente

que

las

transformaciones de las sustancias químicas son funciones que realizan los
ecosistemas, lo cual ha servido para que el hombre haya considerado el medio
ambiente que lo rodea como una gran cloaca donde libera todas las sustancias
residuales de su actividad, basándose en su capacidad de autodepuración, y
que en los momentos actuales se sabe que es limitada.
El ingreso de los polutantes en el medio biológico, esto es, su entrada en las
cadenas biológicas, alimentarias, de comunidad, etc, con cinéticas propias.
Una vez ocurrida la contaminación, el flujo de un polutante dentro de los
ecosistemas está condicionado por varios factores bióticos y abióticos con
características especiales que condicionan su disipación, acumulación o
destrucción; por lo tanto se puede afirmar que la reacción biológica frente a los
polutantes puede ocasionar también una readaptación del ecosistema por
incremento de resistencias o tolerancias a ciertos organismos.
La ecotoxicología también se caracteriza por llevar a cabo un diagnóstico
evaluativo, que tiende a la predicción y que se fundamenta en tres parámetros:
 La determinación de la dosis del ambiente,
 la evaluación de la carga y
 la predicción del riesgo.
Como su fin primordial, la ecotoxicología busca el bienestar del hombre. Por
ello, su misión es, tanto informar y alertar de la peligrosidad de las alternativas
del desarrollo y la degradación del medio ambiente, como prevenir, aportando
datos para la toma de decisiones con arreglo al cociente beneficio/riesgo, que
siempre va ligado con la calidad de vida. Esta información está sujeta a dos
limitaciones importantes: es imposible demostrar la ausencia de una sustancia
tóxica, así como que bajas concentraciones de sustancias tóxicas no ejerzan
algún efecto en los organismos vivos.9

9

CAPÓ MARTÍ, Miguel Andrés. Principios de Ecotoxicología: Diagnóstico, Tratamiento y Gestión del
Medio Ambiente, ecotoxicología y toxicología ambiental. España: McGraw Hill, 2002. 2-5 p.
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2.4 ENSAYOS DE TOXICIDAD O BIOENSAYOS

Los ensayos biológicos son herramientas de diagnóstico adecuadas para
determinar el efecto de agentes físicos y químicos sobre organismos de prueba
bajo condiciones experimentales específicas y controladas. Estos efectos
pueden ser tanto de inhibición como de magnificación, evaluados por la
reacción de los organismos, tales como muerte, crecimiento, proliferación,
multiplicación, cambios morfológicos, fisiológicos o histológicos.
De manera general, los ensayos, también llamados pruebas de toxicidad,
pueden ser definidos de acuerdo con:
 Su duración: corto, mediano o largo plazo.
 El método utilizado para incorporar la muestra al sistema de ensayo:
estático, con renovación, de flujo continuo.
 El propósito para el cual son utilizados: control de calidad de vertidos,
evaluación de compuestos específicos, toxicidad relativa, sensibilidad relativa,
etc.
Los efectos pueden manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras
subcelulares o sistemas de enzimas, hasta organismos completos, poblaciones
o comunidades. Por tanto, la toxicidad será la capacidad de una sustancia para
ejercer un efecto nocivo sobre un organismos o la biocenosis, y dependerá
tanto de las propiedades químicas del compuesto como de su concentración,
según sea la duración y frecuencia de la exposición al tóxico, y su relación con
el ciclo de vida del organismo; las pruebas podrán ser de tipo agudo o crónico.
Los resultados de los bioensayos se refieren, en primer lugar, a los organismos
usados en el ensayo y las condiciones estipuladas en el procedimiento de
prueba. Un efecto nocivo evaluado por medio de ensayos biológicos
normalizados puede indicar niveles de peligrosidad trasladable y asimilable a
organismos que forman parte de los sistemas naturales y la biocenosis.
En principio, se debe considerar que no existe ningún organismo ni biocenosis
que pueda ser usado para evaluar todos los efectos posibles sobre el
ecosistema bajo las diversas condiciones abióticas y bióticas presentes. En la
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práctica, solamente unas pocas especies (especies modelo), que representen
funciones ecológicas relevantes, pueden ser ensayadas.10
Para la realización de una prueba de toxicidad se involucra un agente o
estímulo (pesticidas, metales pesados o una muestra ambiental con
contaminantes), el cual se aplica a un organismo o grupo de organismos
(cultivo bacterial, algas, animales o plantas) estos organismos que son
expuestos, son a los que se les evalúa una respuesta preseleccionada.
Los efectos tóxicos a evaluar pueden ser: mortalidad, inmovilidad, inhibición del
crecimiento de la población, alteración del comportamiento, etc. Se determinan
distintas variables como, por ejemplo, la concentración letal 50 (CL50), que es la
concentración letal para el 50% de los individuos expuestos. Las condiciones
de los cultivos y los ensayos deben estar altamente estandarizadas para
permitir la comparación de los resultados.11
La respuesta del sujeto se valora mediante la cuantificación final de alguna
característica, cambio de estas o por la ocurrencia o no de un determinado
fenómeno (peso del cuerpo, cambios físicos, en el caso de semillas se mira el
proceso de germinación y crecimiento de las raíces).12
“Teniendo en cuenta que la magnitud o la frecuencia de la respuesta
dependerá de la dosis aplicada, las pruebas de toxicidad suelen diseñarse
utilizando distintas dosis. La información obtenida de este tipo de ensayos
permite la cuantificación de la relación entre las dos variables (dosis y
respuesta), caracterizando toxicológicamente o ecotoxicológicamente al
compuesto.”13
En la realización de pruebas de toxicidad o bioensayos se pueden llegar a
encontrar tres clases de variables a determinar, estas son: cualitativas,
cuantitativas discretas y por último las cuantitativas continuas. Las cualitativas
evalúan aspectos como: clases de especies que mueren por la exposición o las
10

CASTILLO MORALES, Gabriela. Eds. Ensayos Toxicológicos y Métodos de Evaluación de Calidad
de Aguas, conceptos generales. México, 2004. 17-18 p.
11
BAYONA PINEDA, Andrea Liliana y LOPEZ CELIS, Jairo Hernán. Ensayo de Toxicidad Aguda al
Efluente de la PTAR de la Calera Mediante la Utilización de Semillas de Lactuca Sativa L. Y Propuesta
para su Utilización como Agua de Riegos para Cultivos. Trabajo de grado ingeniero ambiental y
sanitario. Bogotá D.C.: Universidad de La Salle, Facultad de Ingeniería Ambiental y Sanitaria. 2006. 17
p.
12
CASTILLO. Op. cit., p. 13.
13
BAYONA Y LOPEZ. Op. cit., p. 17.
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que viven a esas condiciones de toxicidad. Por otra parte las cuantitativas
discretas determinan variables de los organismos expuestos como número de
especies que llegan a morir o porcentaje de especies muertas. Por último están
las cuantitativas continuas, en esta se determina la reducción del crecimiento
en longitud o peso. En el caso de las variables cualitativas, debido a sus
características, es muy difícil establecer relaciones cuantitativas con la dosis y,
en general, se diseñan los experimentos de manera tal para evaluar respuestas
cuantitativas.14
Las respuestas que entregan estas pruebas de laboratorio pueden ser
clasificadas en dos grupos:
 Agudas o letales, en este caso los organismos son sometidos a diferentes
concentraciones del contaminante. Al realizar este procedimiento se espera
obtener repuestas con base a mortalidades que permitan indicar el grado de
toxicidad del elemento o compuesto, para la especie utilizada, expresada como
CL50 o CE50.
 Crónicas o sub-letales, son pruebas que tienen como finalidad evidenciar
repuestas que no implican la muerte del organismo ensayado, en este ensayo
se determinan factores como la conducta del organismo, fecundidad, desarrollo
y bioacumulación entre otras.15
“Para la evaluación de la toxicidad, teniendo en cuenta que la medición de
efectos en humanos expuestos a sustancias químicas requiere complejas
investigaciones, se utiliza la experimentación con diferentes organismos
acuáticos, generalmente representantes importantes de la cadena trófica”.16
Para lo cual se manejan unos criterios generales de selección basados
principalmente en los objetivos del programa toxicológico, la información
disponible sobre su biología, las características de las especies, las
instalaciones y el equipo del laboratorio y el nivel de capacitación de los
técnicos.

14

CASTILLO. Op. cit., p. 13.
BAYONA Y LOPEZ. Op. cit., p. 19.
16
DÍAZ BAEZ, María Consuelo; BUSTOS LÓPEZ, Martha Cristina y ESPINOSA RAMÍREZ, Adriana
Janneth. Pruebas de Toxicidad Acuática: Fundamentos y Métodos, conceptos generales. Colombia:
Unibiblos, 2004. 29 p.
15

Laura Cristina Pinto Vargas

16

Determinación de la Concentración de Inhibición Media (CE50) de Cromo
para la Semilla Lactuca sativa Mediante Ensayos de Toxicidad

Los ensayos de toxicidad son de gran importancia ya que son relativamente
simples, rápidos y económicos, también permiten establecer los límites
permitidos para los distintos contaminantes, evaluar el impacto de mezclas
sobre las comunidades de los ambientes que las reciben y comparar la
sensibilidad de una o más especies a distintos tóxicos o a diferentes
condiciones para el mismo tóxico. Es útil para la investigación básica del
fenómeno de toxicidad, establecer criterios o patrones de calidad de aguas
superficiales o efluentes, la evaluación del impacto ambiental y del riesgo
ecológico y el monitoreo de las condiciones de un cuerpo de agua. Además se
necesitan implementar estos ensayos biológicos para obtener información
adicional sobre riesgos potenciales, incluyendo efectos tóxicos como
generación de cáncer, malformaciones, desórdenes de conducta, efectos
acumulativos, antagonismos y sinergismos.17

2.4.1 Bioensayos en el medio ambiente. Como los contaminantes suelen
actuar mezclados y entre ellos existen interacciones, la determinación por
medios químicos de sus cantidades no suele aclarar sus posibles efectos
biológicos. En un bioensayo se controlan con minuciosidad las condiciones
ambientales para que la respuesta de un organismo de prueba ante los
contaminantes específicos se pueda definir inequívocamente, aunque la
extrapolación de los resultados obtenidos en un bioensayo a situaciones reales
puede originar confusiones. Por consiguiente, los bioensayos no deben excluir
las observaciones en el campo y los experimentos in situ si se pretende
entender todas las repercusiones de un problema de contaminación.
La selección de un organismo adecuado para bioensayos rutinarios depende
de varios factores (American Public Health Association, 1976):
 El organismo debe ser sensible a los factores ambientales o materiales en
cuestión.
 Su distribución tiene que ser amplia y su disponibilidad.
 Debe ser importante desde el punto de vista económico, recreativo o
ecológico, tanto si es local como nacional.
17

BAYONA Y LOPEZ. Op. cit., p. 18.
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 Se debe poder cultivar fácilmente en el laboratorio.
 Tiene que hallarse en buenas condiciones, libre de parásitos o
enfermedades.
 Debe ser compatible con las técnicas de bioensayo.18

2.4.2

Tóxicos de referencia. Este término corresponde a un compuesto

químico orgánico o inorgánico utilizado para medir qué tan precisos y
consistentes son los resultados obtenidos en las pruebas de toxicidad en el
laboratorio.

La USEPA (1994) recomienda como tóxicos de referencia las

siguientes sustancias: cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCl), cloruro
de cadmio (CdCl2), sulfato de cobre (CuSO4), dodecil sulfato de sodio (SDS) y
Dicromato de Potasio (K2Cr2O7). Otras agencias como Environment Canada
recomienda zinc (Zn+2) como tóxico de referencia inorgánico y fenol para
sustancias orgánicas. Sin embargo estos compuestos pueden sustituirse por
otros dependiendo de la especie de prueba, la matriz utilizada y los puntos
finales medidos.19
Para la preparación de los tóxicos de referencia, cada laboratorio debe conocer
el patrón de respuesta de sus organismos, lo que permitirá determinar las
concentraciones

óptimas

para

elaborar

la

curva

de

dosis-respuesta.

Preparando inicialmente una solución de concentración alta para a partir de
esta elaborar soluciones menos concentradas, es decir, mas diluidas.

2.4.3

Pruebas de sensibilidad. Los cambios en el estado fisiológico del

cultivo pueden ser detectados mediante la evaluación periódica de la respuesta
de los individuos a un determinado tóxico de referencia. Aunque existen varios
tóxicos recomendados, uno de los más utilizados es el cromo (Cr IV) a partir de
Dicromato de Potasio (K2Cr2O7). Para determinar si la sensibilidad del cultivo
es la adecuada, es necesario previo a iniciar las pruebas rutinarias, evaluar la

18

CAPÓ MARTÍ, Miguel Andrés. Principios de Ecotoxicología: Diagnóstico, Tratamiento y Gestión del
Medio Ambiente, bioindicadores y biomarcadores. España: McGraw Hill, 2002. 140-141 p.
19
DÍAZ BAEZ, María Consuelo; BUSTOS LÓPEZ, Martha Cristina y ESPINOSA RAMÍREZ, Adriana
Janneth. Pruebas de Toxicidad Acuática: Fundamentos y Métodos, protocolos pruebas de toxicidad.
Colombia: Unibiblos, 2004. 79 p.
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respuesta de los organismos ante la exposición al tóxico de referencia. La
concentración en la cual se produce la muerte del 50% de la población
(CL50/CE50) deberá encontrase dentro del intervalo previamente establecido.
Para definir este intervalo es necesario realizar por lo menos 5 pruebas con el
tóxico de referencia. Con estos datos se inicia la construcción de la carta
control, que deberá completarse con la información generada en nuevas
evaluaciones. A partir de estos resultados, se determina la CL50 promedio para
la sustancia, así como la desviación estándar (σ) de la CL50. Los límites
superior (Promedio + 2σ) e inferior (Promedio – 2σ), corresponderán al
intervalo de concentración en el cual varía la respuesta de los organismos al
tóxico seleccionado.20
2.4.4 Carta control. “Las cartas control son herramientas gráficas para evaluar
el estado fisiológico de los organismos empleados continuamente en las
pruebas de toxicidad. Ellas permiten monitorear los cambios en la respuesta
de los individuos a un tóxico de referencia en el tiempo”.21
La carta control se genera a partir de los resultados de pruebas sucesivas al
tóxico de referencia seleccionado, para el cual se obtiene el valor de la
concentración de efecto medio CL50/CE50. Inicialmente ésta puede ser
construida con un mínimo de cinco datos y posteriormente se debe continuar
realizando ensayos con el tóxico para ingresar mensualmente nuevos valores
hasta completar una serie de veinte resultados.

2.4.5 Aspectos a evaluar (CL50/CE50/CI50, NOEC, LOEC). El objetivo de un
ensayo de toxicidad en una muestra de agua, efluente o compuesto puro, es
estimar la concentración segura o concentración a la cual no se observa efecto;
sin embargo, este término es más un concepto biológico que un resultado
estadístico, por lo que los resultados aquí utilizados serán: la concentración
más alta a la cual no se observa efecto (NOEC); la concentración más baja a la

20

CASTILLO MORALES, Gabriela. Eds. Ensayos Toxicológicos y Métodos de Evaluación de Calidad
de Aguas, aseguramiento y control de calidad de bioensayos. México, 2004. 58 p.
21

DÍAZ, BUSTOS Y ESPINOSA. Op. cit., p. 80.
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que se observa efecto (LOEC); la concentración efectiva (CE) correspondiente
a una estimación de la concentración del tóxico que puede causar un efecto
adverso observable, mediante una respuesta discreta en un porcentaje dado de
organismos; concentración letal (CL), la cual corresponde a la concentración
del tóxico o efluente o muestra que causa la muerte a un determinado
porcentaje de la población expuesta; y concentración inhibitoria (CI), la cual
corresponde a la concentración del tóxico o muestra o efluente que puede
producir una reducción de una respuesta biológica en una población expuesta.

2.4.6 Curva dosis-respuesta. La relación dosis-respuesta es la medida de la
proporción o porcentaje de una población que experimenta efectos adversos
como consecuencia de la exposición a un compuesto tóxico. Esta relación se
obtiene habitualmente en forma gráfica, representando el porcentaje de
población afectado en ordenadas, frente a la dosis en abscisas.
La obtención de la curva dosis-respuesta descansa en una serie de supuestos
básicos, el primero de los cuales es que la respuesta observada es
consecuencia de la exposición al agente químico administrado, es decir, de que
existe una asociación causal entre ambas. Por otra parte, la magnitud de la
respuesta debe depender de la dosis, lo que implica la existencia de un
receptor o receptores moleculares con los que el agente administrado
interacciona para desencadenar la respuesta tóxica, de forma que la magnitud
de la respuesta dependerá de la concentración alcanzada por el agente en el
tejido donde se encuentra el receptor; concentración que a su vez depende de
la dosis administrada.

El último requisito para obtener la relación dosis-

respuesta es definir un método para cuantificar y expresar de forma precisa la
toxicidad.22

2.5 BIOENSAYOS CON PLANTAS

Los bioensayos en plantas también son conocidos como fitotoxicidad en
plantas, el cual hace referencia a tóxicos que afectan a los vegetales y los
22

MORENO. Op. cit., p. 8-9.
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efectos de toxicidad en especies vegetales sensibles, donde diversos factores
edáficos pueden determinar la biodisponibilidad de un compuesto químico, y
por lo tanto, la intensidad del efecto fitotóxico, tales como el contenido de
materia orgánica y el pH del suelo, además del grado de solubilidad de la forma
química.
Las substancias tóxicas pueden afectar el desarrollo normal de las plantas,
principalmente en sus etapas tempranas (germinación y desarrollo de las
raíces). Al observar y medir la longitud de raíces jóvenes, y comparar estas
longitudes con un control normal, se puede determinar la posible presencia de
productos químicos tóxicos en el medio ambiente. Cualquier semilla que entre
en contacto con el agua tenderá a brotar, pero esta germinación puede ser
afectada por el nivel de contaminación presente en el agua. Si el agua está
muy contaminada sólo algunas semillas o ninguna lograrán germinar. El agua
contaminada puede también afectar el desarrollo de la raíz.23
“En las últimas décadas, se han desarrollado bioensayos rápidos con el empleo
de plantas como organismos de prueba, las que funcionan como buenas
herramientas de trabajo para el monitoreo ambiental. En Cuba, se tienen
algunas experiencias con el empleo de las plantas en la evaluación de la
toxicidad de sustancias tóxicas y muestras ambientales”.24
Como parte integral del ecosistema, las plantas superiores son ampliamente
utilizadas por ser organismos eucarióticos, y por lo tanto más comparables a la
mayoría de las especies de la flora y la fauna superiores, y constituyen una
eficiente herramienta de trabajo para medir alarma de peligro ambiental,
además de poseer las siguientes ventajas:
 Las plantas son más sensibles a estrés ambiental que otros sistemas de
ensayos disponibles.
 Fácil manipulación y almacenaje.
 Bajo costo.
 Buena correlación con otros sistemas de pruebas.
23

AQUATOX 2000 (Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo) [online], Canadá.
Avalaible from Internet: http://archive.idrc.ca/aquatox/sp/experiment/d_lettuce1.html
24
TORRES RODRIGUEZ, Mariana Teresa. Revista Cubana de Higiene y Epidemiología [online],
Mayo-Diciembre 2003, vol 41, no. 2-3, pp. 10. Avalaible from Internet:
http://bvs.sld.cu/revistas/hie/vol41_2-3_03/hie092-3203.htm.
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En el caso de las pruebas de toxicidad con plantas las más utilizadas son:
 El bioensayo con semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) es un ensayo que
permite la evaluación del efecto tóxico de compuestos solubles presentes en
concentraciones tan bajas que no son suficientes para inhibir la germinación,
pero que sí pueden retardar o inhibir completamente los procesos de
prolongación de la raíz o del hipocótilo, lo que depende del modo y sitio de
acción

de

los

contaminantes.

Este ensayo evalúa los constituyentes solubles del agua (aguas superficiales,
aguas subterráneas, suelos y lixiviados), teniendo en cuenta para el resultado
la cantidad de semillas germinadas y la media del crecimiento de la raíz.
 Bioensayo de la raíz de cebollas (Allium cepa L). Este es una herramienta
fácil y sensible para la medición de la toxicidad total causada por tratamientos
de sustancias químicas. Los resultados de este ensayo se ajustan bien a una
batería de pruebas compuesta por organismos procariontes y/o eucariontes. Es
aplicable a los siguientes tipos de muestras:
Aguas naturales (lagos, ríos y pozos).
Agua potable (agua de grifo diferentes tuberías).
Aguas residuales domésticas e industriales, incluyendo lodos y lixiviados.
Sustancias químicas solubles en agua y con sustancias químicas insolubles en
agua y solventes.
El ensayo con bulbos de cebolla (Allium cepa L.) es un bioensayo de toxicidad
aguda (72 horas) semiestático (con renovación diaria de la solución de
ensayo). Como punto final de evaluación de efectos fitotóxicos se cuantifica la
inhibición

promedio

en

la

prolongación

de

las

raíces

del

bulbo.

2.5.1 Bioconcentración. “Hace referencia a cuando algunas sustancias tienen
más afinidad por los tejidos de ciertos organismos que por el agua, por lo que
pueden alcanzar concentraciones más elevadas en esos organismos que en el
agua. Esta capacidad depende, fundamentalmente, del tipo de sustancia y de
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sus propiedades fisicoquímicas como la solubilidad relativa en agua y en
lípidos.”25

2.5.2

Bioacumulación. “Se da cuando la concentración de una sustancia

aumenta en el organismo expuesto en función del tiempo; por ejemplo, que las
concentraciones de una sustancia específica son más altas en los peces
adultos que en los jóvenes del mismo sitio. Esta capacidad también depende,
sobre todo, de las características fisicoquímicas y bioquímicas del compuesto,
como son solubilidad y velocidad de eliminación”.26

2.5.3 Biomagnificación. La magnificación biológica o biomagnificación es la
tendencia de las sustancias contaminantes a concentrarse en niveles tróficos
sucesivos. Este proceso sucede cuando un producto contaminante que se
asemeja químicamente a nutrientes inorgánicos esenciales es incorporado y
almacenado en el organismo del ser vivo que se encuentra en la base de la
cadena alimenticia. Posteriormente, la sustancia contaminante pasa en
grandes cantidades al organismo del siguiente ser de la cadena, de esta
manera la sustancia contaminante va magnificándose de un nivel a otro.27

2.5.4

Bioestimulación. Las pruebas que arrojan esta características de

bioestimulación, evalúan la situación relativa de los nutrientes en un
determinado entorno acuático, se distingue entre la cantidad total de nutrientes
y la aprovechable desde el punto de vista biológico y, finalmente, para
determinar los posibles efectos de un cambio en la calidad del agua sobre el
crecimiento de las plantas. En un proceso de bioestimulación se observa que
los nutrientes estimulan el metabolismo y la velocidad de crecimiento de los
organismos.

25

MÉXICO. SECRETARIA DE ECOLOGÍA Y CENTRO PANAMERICANO DE ECOLOGÍA
HUMANA Y SALUD. Introducción a la Toxicología Ambiental, contaminantes ambientales y criterios
de evaluación. México: ALBERT, Lina, Dra. 1997. 113 p.
26
Ibid., p. 113.
27
CAPÓ MARTÍ, Miguel Andrés. Principios de Ecotoxicología: Diagnóstico, Tratamiento y Gestión del
Medio Ambiente, destino y transporte de sustancias contaminantes. España: McGraw Hill, 2002. 35 p.
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2.5.5

Necrosis. Es la muerte patológica de un conjunto de células o de

cualquier tejido del organismo, provocada por un agente nocivo que ha
provocado una lesión.

2.5.6 Ensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca Sativa). El
bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa L) es una
prueba estática de toxicidad aguda (120 h de exposición) en el que se pueden
evaluar los efectos fitotóxicos de compuestos puros o de mezclas complejas
sobre el proceso de germinación de las semillas y el desarrollo de las plántulas
durante los primeros días de crecimiento. Como puntos finales para la
evaluación de los efectos fitotóxicos, se determina la inhibición de la
germinación y la elongación de la radícula y del hipocótilo.28
Es importante destacar que durante el periodo de germinación y los primeros
días de desarrollo de la plántula ocurren numerosos procesos fisiológicos en
los que la presencia de una sustancia tóxica puede interferir alterando la
supervivencia y el desarrollo normal de la planta, siendo por lo tanto una etapa
de gran sensibilidad frente a factores externos adversos. Por otra parte,
muchas de las reacciones y procesos involucrados son generales para la gran
mayoría de las semillas, por lo que la respuesta de esta especie y los datos
obtenidos a partir de la aplicación de esta prueba son en gran medida
representativos de los efectos en semillas o plántulas en general. El éxito o
aptitud de una plántula para establecerse en un ambiente determinado es
relevante para garantizar la supervivencia de la especie.
A diferencia de otras pruebas en las que se consideran algas o plantas
acuáticas sumergidas como organismo diagnóstico, el bioensayo con semillas
permite evaluar la fitotoxicidad de muestras coloreadas o con elevada turbiedad
de manera directa y sin necesidad de filtración previa, reduciéndose así las
interferencias

debidas

al

pre-tratamiento,

además

de

simplificar

el

procedimiento de prueba.
Si bien L. Sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuáticos, la
información generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos
28

DÍAZ, BUSTOS Y ESPINOSA. Op. cit., p. 73-74.
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acerca del posible efecto de los contaminantes en las comunidades vegetales
cercanas a las márgenes de cuerpos de agua contaminados, siendo también
una especie interesante de considerar por su importancia desde el punto de
vista hortícola. Por otra parte, es de fácil y rápida germinación, por lo que es
posible desarrollar la prueba en pocos días.
Este bioensayo de toxicidad ha sido recomendado y aplicado por diferentes
organismos de protección ambiental para la evaluación ecotoxicológica de
muestras ambientales y compuestos puros, además de la evaluación del efecto
fitotóxico de pesticidas sobre especies no blanco necesarios para el registro de
pesticidas (OECD, 1984; Wang, W. 1987; US EPA, 1989; Boutin et al., 1993).29

2.6 CONTAMINACIÓN DEL MEDIO ACUÁTICO

La fragilidad del medio acuático deriva, entre otras razones, de su elevado
poder disolvente para una amplia gama de productos de desecho, a la vez que
es un vehiculo excelente para la evacuación de materiales de muy diversa
índole, tanto en estado sólido como en líquido o gaseoso, bien sea en
suspensión, disolución o flotación. El problema con el medio acuático surge
cuando se altera el equilibrio en que se mantiene, sobrepasando los límites de
tolerancia del sistema respecto a los procesos que lo gobiernan.
Las consecuencias de la degradación del medio acuático se manifiestan
fundamentalmente de dos formas: pérdida de la calidad intrínseca o natural y la
disminución o agotamiento de los recursos. Los resultados son semejantes,
puesto que en ambos casos pueden provocar un déficit de los caudales
disponibles.30

2.6.1

Tipos de contaminantes acuáticos. Según su naturaleza, los

contaminantes pueden clasificarse en físicos, químicos o biológicos.

29

CASTILLO MORALES, Gabriela. Eds. Ensayos Toxicológicos y Métodos de Evaluación de Calidad
de Aguas, protocolos de ensayo. México, 2004. 71-73 p.
30
CAPÓ MARTÍ, Miguel Andrés. Principios de Ecotoxicología: Diagnóstico, Tratamiento y Gestión del
Medio Ambiente, contaminación del medio acuático. España: McGraw Hill, 2002. 78 p.
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Contaminantes físicos:
 Temperatura: Interviene en la cantidad de oxígeno susceptible de
permanecer disuelto en la masa acuática, lo que a su vez repercute en las
condiciones de vida o las posibilidades de existencia de los seres que lo
precisan para la respiración; además interviene en los procesos biológicos de
las células y en consecuencia, en la velocidad de determinadas reacciones
bioquímicas y por último condiciona la posibilidad de supervivencia de algunas
especies faunísticas que se hallan supeditadas a la existencia de determinados
umbrales térmicos para poder desarrollarse.
 Radioactividad: Existe una radioactividad de origen natural en las aguas,
pero a raíz del inicio de las pruebas nucleares, esta radioactividad experimentó
un cierto incremento a través de la presencia de partículas radioactivas que se
incorporaron al agua arrastradas por la atmósfera o procedentes de los
circuitos de refrigeración de las centrales nucleares.
 Partículas en suspensión: Pueden tener origen diverso y, en consecuencia,
composición y tamaños variados. Además pueden incorporarse otras materias
no solubles de diverso origen y naturaleza cuyos indicadores son: la turbidez, el
color, el sabor, el olor, etc.
Contaminantes químicos:
 pH: En las aguas los valores normales deben ser de 7.
 Cloruros: La presencia en el agua de ion Cl- puede ser debida a causas
naturales, como sucede en áreas con predominio de materiales salinos; pero si
no existen estas causas, el contenido anormalmente elevado de cloruros tiene
su origen en los vertidos industriales o domésticos.
 Sulfatos: El contenido depende de las características del sustrato; en
lugares con abundancia de materiales ricos en sulfuros y con precipitación
escasa pueden encontrarse valores altos.
 Fosfatos: Es relativamente frecuente hallar niveles de fósforo en las aguas
superficiales y en algunas aguas subterráneas, como consecuencia del gran
uso de detergentes domésticos e industriales y abonos incorporados en su
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composición. Una excesiva carga de fosfatos potencia la eutrofización de las
aguas.
 Oxigeno disuelto: El oxigeno disuelto en el agua procede del aire y entra a
formar parte de la masa acuática a partir del intercambio atmósfera-agua, en
una relación directamente proporcional a la superficie del agua e inversamente
al volumen.
 Compuestos

nitrogenados:

Los

compuestos

nitrogenados

que

se

encuentran en el agua proceden de la descomposición de los restos de los
animales y plantas, tanto acuáticas como terrestres, que se incorporan a la
masa acuática, donde son degradados por microorganismos. Actualmente se
utilizan en gran cantidad los abonos nitrogenados, cuyos componentes son
causantes del incremento del contenido de nitritos o radicales amonio en el
agua, responsables conjuntamente con el fósforo de la eutrofización.
 Metales: La presencia en el agua de trazas de metales pesados se debe a
los residuos de la actividad industrial, además de las debidas causas naturales.
Elementos como el arsénico, el cadmio, el cobre, el hierro, el níquel, el plomo,
el mercurio, el cromo o el zinc entre otros, son potencialmente peligrosos para
la salud, por lo que se hallan sometidos a control.
 Detergentes: El origen de los detergentes en el medio, principalmente en
agua, es de tipo industrial, agrícola o doméstico. Estos detergentes sintéticos,
que son menos biodegradables que los jabones, causan un impacto ecológico
principalmente por disminuir la tensión del oxígeno en las aguas.
Contaminantes biológicos
 Materia orgánica: Proceden de la materia en descomposición que se origina
o se incorpora al caudal y experimenta transformaciones al fermentar y
desintegrarse.
 Microorganismos: Se habla de contaminación por microorganismos cuando
se detecta la presencia de patógenos como los colis.31

2.6.2 Origen de los contaminantes. La contaminación de las aguas tiene
fundamentalmente dos orígenes y una importancia muy desigual: natural y
31

Ibid., p. 78-86.
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antropogénico. Existe una gran diferencia entre los impactos originados por
una u otra causa, puesto que la primera es básicamente puntual, mientras que
la contaminación de origen agrícola, industrial o urbano es más persistente en
el tiempo, más intensa en sus manifestaciones y, en muchos casos, peligrosa
para los organismos vivos.
 Contaminación natural
Las cantidades de materiales disueltos o en suspensión que se incorporan al
agua de escorrentía, dependen de las características físicas de la cuenca de
drenaje, como la geología, la topografía, la naturaleza de los suelos, el clima o
la vegetación
 Origen antropogénico
Los subproductos originados por las actividades humanas son la principal
fuente de contaminación de las aguas.
Entre las causas inmediatas de contaminación de las aguas por este tipo de
actividades, pueden señalarse las siguientes:
 Vertidos de aguas residuales urbanas: Si el vertido se lleva a cabo en
cauces con caudales escasos o intermitentes, la contaminación se potencia y
afecta tanto a los ríos como a los acuíferos.
 Vertederos: Otra de las fuentes de contaminación consiste en los lixiviados
que tienen lugar en los vertederos de residuos, tanto los urbanos como los
industriales o agrarios.
 Productos agrarios: Las explotaciones agrarias actuales están orientadas
hacia una producción intensiva y precisa, para forzar los rendimientos de
grandes cantidades de agua para riego, de elevadas dosis de fertilizantes y del
uso de productos fitosanitarios.
 Fugas en conducciones y depósitos: Esta circunstancia puede producirse
tanto en conducciones de aguas residuales urbanas como en conductos
utilizados por la industria, pero adquiere dimensiones particularmente graves
por la frecuencia con que tiene lugar.32

32

Ibid., p. 86-88.
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2.6.3 Índice de calidad. La calidad del agua se asocia a los usos a que se
destina, pero no solo referidos a los usos domésticos, industriales o agrícolas,
sino también a cualquier otra utilidad que le requiera el medio acuático para
desenvolverse, como las recreativas, mantenimiento de los ecosistemas, etc.
El índice de calidad general de las aguas incorpora varios parámetros, de los
cuales los más importantes son los siguientes:
 Temperatura: Es un factor que señala la posible contaminación térmica
originada por instalaciones industriales; su alteración puede ocasionar graves
desequilibrios en el ecosistema acuático.
 Demanda bioquímica de oxígeno (DBO): Indica los miligramos de oxígeno
disuelto por litro, con lo que se tiene un indicador del grado del poder
autodepurador del río, así como la eficiencia de los distintos procesos de
tratamiento existente. La concentración se encuentra muy relacionada con la
cantidad de oxígeno que se consume en una oxidación, con el contenido en
materia orgánica biodegradable y, en menor grado, con los nutrientes que
controlan la depuración a través de los procesos biológicos de los organismos
que viven en el agua y que se desarrollan a partir del consumo de oxígeno y
sustancias nutrientes.
 Demanda química de oxígeno (DQO): Corresponde a los procesos químicos
a diferencia del anterior, que se refiere a los biológicos, mide la oxidabilidad, es
decir, el consumo de oxígeno por parte de todas las materias orgánicas, tanto
del origen natural como artificial, biodegradables o no, durante el proceso
químico de la oxidación.
 Oxígeno disuelto: Hace posible la vida en el interior de la masa acuática y
procede de la atmósfera y de la fotosíntesis de las plantas verdes acuáticas.
 Conductividad:

Señala

la

concentración

de

sales

inorgánicas,

especialmente cloruros y sulfatos, o el grado de acidez.
 Materia en suspensión: Constituyen un obstáculo físico frente al paso de la
luz solar, con lo que influyen en la fotosíntesis, además de dificultar la
respiración de los peces y el desarrollo de los microorganismos que viven en el
agua
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 Otros.33

2.6.4

Toxicidad de efluentes por el cromo. El cromo es relativamente

abundante en la corteza terrestre. Su mena más importante es la cromita. Sus
aplicaciones son múltiples: la obtención de acero inoxidable, que puede
contener más de un 20% de este metal, el recubrimiento electrolítico de
superficies metálicas o plásticos y la fabricación de material cerámico
refractario.
Las fuentes medioambientales del cromo están relacionadas con su aplicación
industrial. La fabricación de pigmentos y cromados electrolíticos son las
principales causas de los vertimientos de cromo al medio acuático, en forma de
crómato o dicromato.
Una vez depositado en el suelo o aguas superficiales, la mayor parte del cromo
se encuentra en forma insoluble, formando precipitados o absorbido a la
fracción sólida de los suelos y sedimentos. La movilidad del cromo es muy
limitada y depende del contenido del terreno y, en menor medida de la
presencia de oxido de hierro, y materia orgánica.
El cromo trivalente es un nutriente esencial para todos los vertimientos, debido
al papel que desempeña en los mantenimientos de la tolerancia a la glucosa.
Los estados carenciales estudiados en animales muestran que la diferencia de
cromo en la dieta conduce a la aparición de un síndrome similar la diabetes; y
no existe evidencia alguna de la oxidación de cromo trivalente a cromo
hexavalente en sistemas biológicos. Mientras que el cromo hexavalente cruza
con facilidad las barreras celulares y dadas su carácter corrosivo provoca la
irritación de los tejidos expuestos y la necrosis en concentraciones elevadas.34

2.7 MÉTODOS ESTADÍSTICOS DE ANÁLISIS

2.7.1 Método probit. Si en lugar de representar el histograma de frecuencias
de la forma convencional se representa la frecuencia acumulada frente a la
33

Ibid., p. 89-91.
MORENO GRAU, Maria Dolores. Toxicología Ambiental. Evaluación de riesgo para la salud
humana, metales. España: McGraw Hill, 2003. 212-214 p.
34
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dosis, se obtiene la figura representada en la curva, de forma sigmoidal, que
posee una zona relativamente lineal en su parte central, correspondiente al
rango 16 a 84% de respuesta porcentual de la población, aproximadamente,
representada, de la media de la tendencia central utilizada, es decir, la media o
mediana de los datos distribuidos normalmente. En este tipo de distribución, la
media ± 1 SD representa el 68.3% del la población; la media ±2 SD, el 99.5% y
la media ± 3 SD, el 99.7%.
Por lo tanto se puede convertir la respuesta porcentual en unidades de
desviación respecto a la media, denominada, desviación normal equivalente, o
NED. Por consiguiente la NED de una respuesta porcentual del 50% es de 0,
mientras que el valor de la NED de una respuesta porcentual del 97.8% y
2,25% de la población es de +2 y -2 respectivamente.
Para evitar los valores negativos, la escala de NEDs se puede someter a una
translación añadiendo 5 unidades, con lo cual el valor central seria de 5,
mientras que los valores indicados para la respuesta porcentual del 97.8% y
2.25% pasarían a ser de +7 y +3, respectivamente. Las nuevas unidades así
obtenidas reciben el nombre de pro bit (por cobiontracción de probability unit)
y se utilizan a menudo en toxicología.35

2.7.2 Análisis de varianza. Se conoce como la iniciación presentada de una
explicación lógica de un procedimiento y como su nombre lo indica, el análisis
de varianza trata de analizar la variación de una respuesta y de asignar
porciones (componentes) de esta variación a cada una de las variables de un
conjunto de variables independientes. El razonamiento se basa en que las
variables de una respuesta se modifican por la variación de algún conjunto de
variables independientes desconocidas. El objetivo del análisis de varianza es
identificar variables independientes importantes en un estudio y determinar
cómo interactúan y afectan la respuesta.36

35

MORENO. Op. cit., p. 10.
MENDENHALL, William; WACKERLY, Dennis y SCHEAFFER, Richard. Estadística Matemática
con Aplicaciones, el análisis de varianza. 2 ed. México D.F.: Grupo Editorial Iberoamericana, 1994.
548 p.
36
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2.8 MARCO NORMATIVO

Con el fin de verificar el cumplimiento de la Legislación Colombiana, se tuvieron
en cuenta normas ambientales donde se citan máximos permisibles de
determinados

parámetros

para

vertimientos

en

cuerpos

de

agua

o

alcantarillado.

RESOLUCIÓN 1074 DE 1997 DAMA

Por el cual se establecen estándares ambientales en materia de vertimientos

Artículo 3: Todo vertimiento de residuos líquidos a la red de alcantarillado
público y/o a un cuerpo de agua, deberá cumplir con los estándares
establecidos en la siguiente tabla:

Tabla 1.

Concentraciones máximas permisibles para vertir a un cuerpo de

agua y/o red de alcantarillado público
Parámetro

Expresado Como

Norma (mg/L)

Cromo Hexavalente

mg/L

0,5

Sólidos Suspendidos Totales

mg/L

800

DBO

mg/L

1000

DQO

mg/L

2000

pH

unidades

5-9

Temperatura

ºC

<30

Nombre de la Fuente. Resolución 1074 de 1997, Artículo 3.
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DECRETO 1594 DE 1984, MINISTERIO DE SALUD

CAPITULO IV: De los criterios de calidad para destinación del recurso

Artículo 45. Los criterios de calidad admisibles para la destinación del recurso
para preservación de flora y fauna, en aguas dulces, frías o cálidas y en aguas
marinas o estuarinas son los siguientes:

Tabla 2. Criterios de Calidad Admisibles
Parámetro
pH
Cromo
Hexavalente

Expresado
Como

Agua Fría Dulce

Agua Cálida

Agua Marina

Dulce

y Estuarina

Unidades

6,5 - 9

4,5 - 9

6,5 – 8,5

CL50

0,01

0,01

0,01

Nombre de la Fuente. Decreto 1594 de 1984, Capítulo IV, artículo 45.
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3. METODOLOGÍA

La metodología se realizó en cuatro etapas de investigación; en la primera se
llevaron a cabo los ensayos preliminares y ensayos definitivos con el fin de
determinar la sensibilidad de la especie en estudio con el tóxico de referencia
seleccionado (K2Cr2O7). La segunda etapa, es todo lo concerniente a la
generación de toxicidad para el cromo; así como el análisis de laboratorio del
efluente, el cual fue realizado en los laboratorios de ingeniería ambiental y
sanitaria de la Universidad de La Salle; posteriormente se efectuó el montaje
de las baterías de ensayo, expuestas a diferentes concentraciones del efluente
de la industria galvánica, ubicada en la carrera 69D # 3-85, Cromados del
Caribe, el cual permitió la realización de un pre-tratamiento a nivel laboratorio
con el fin de disminuir la concentración del metal pesado en el vertimiento
dando como resultado la elaboración de nuevas pruebas fitotóxicas que
garantizaron la disminución de la CE50. Se finalizó en una cuarta etapa en la
cual se determinó el Índice de Efecto Tóxico Potencial.

3.1 PRIMERA ETAPA

3.1.1 Diseño general de las pruebas eco-toxicológicas. En cada una de las
pruebas realizadas en el laboratorio se siguió un parámetro general para su
desarrollo, el cual consistía en manejar cinco concentraciones y el control
(mediante agua destilada), cada una de ellas con tres réplicas, y dentro de las
cajas de petri se adicionaba un papel filtro con 20 semillas en total; para la
cantidad de volumen de sustancia tóxica a tratar se agregaban 2 ml. Cada
batería de ensayos se efectuó realizando el siguiente montaje experimental
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Figura 1. Montaje experimental

Nombre de la fuente. Tomada de Evaluación Preliminar de la Prueba de Toxicidad
Utilizando Semillas de Arroz y Lechuga.

De igual forma durante la realización de las diferentes pruebas se midieron y
controlaron las siguientes variables:

3.1.1.1 Variable independiente. Esta variable se refiere a las concentraciones
elegidas para aplicar en las pruebas de sensibilidad con la especie y el tóxico
de referencia escogidos y diluciones a las cuales fue expuesta la especie de
ensayo con agua de la industria galvánica.

3.1.1.2 Variables dependientes. Las más significativas durante la realización
del proyecto son: la inhibición en el crecimiento de las raíces de las plántulas y
los porcentajes de inhibición que se obtendrán pasadas 120 horas (tiempo
requerido para completar el proceso de crecimiento de las semillas).

3.1.1.3 Constantes.

La variables que permanecen constantes son las

siguientes: número de organismos expuestos (60 por cada concentración),
tiempo de exposición (120 horas), número de concentraciones (5, mas el
blanco en cada prueba), fotoperíodo (oscuridad), volumen que se adicionan a
los organismos expuestos (2ml).
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3.1.2

Esquema general del procedimiento de prueba de toxicidad con

semillas

Figura 2. Prueba de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa l.

22+/-2ºC

Oscuridad

2mL de
muestra

120 horas

Control positivo
K2Cr2O7

Blanco
Diluciones de la muestra

Cada una con 3
repeticiones

120 horas de exposición

Registro de signos de fitotoxicidad
Registro de semillas germinadas
Medición de la elongación de la radícula y del
hipocótilo
Cálculo del porcentaje de inhibición
Cálculo de la CE50

Nombre de la fuente. Retomada de CASTILLO MORALES, Gabriela. Eds. Ensayos
Toxicológicos y Métodos de Evaluación de Calidad de Aguas. México, 2004.

3.1.3 Reactivos y materiales.

3.1.3.1 Selección de material biológico. El material biológico con el que se
desarrolló el proyecto fue la

semilla Lactuca sativa L., por su rápida

germinación, facilidad de medición y viabilidad económica, además de las
ventajas mencionadas a continuación:
 Alta y constante sensibilidad a tóxicos.
 Alta disponibilidad y abundancia.

Laura Cristina Pinto Vargas

36

Determinación de la Concentración de Inhibición Media (CE50) de Cromo
para la Semilla Lactuca sativa Mediante Ensayos de Toxicidad

 Estabilidad genética y uniformidad en las poblaciones.
 Representatividad de su nivel trófico.
 Facilidad de cultivo y adaptabilidad a las condiciones de laboratorio.
 No requiere equipamiento sofisticado.
 Utilidad para el control de efluentes.
Estas plantas vasculares han sido recomendadas por la Agencia de Protección
Ambiental (EPA) y por la administración de medicamentos y alimentos (FDA),
ambas de EE.UU., ya que presentan una eficiente sensibilidad, en comparación
con otras especies de plantas terrestres (Wang, 1991).
Las semillas de lechuga (Lactuca sativa) se obtuvieron de

la empresa

Impulsemillas, situada en la calle 147-66 con la cual garantizó una germinación
del 80% al 85% y con un nivel de pureza del 99%.

3.1.3.2 Tóxico de referencia. Para las pruebas de sensibilidad se manejo
Dicromato de Potasio (K2Cr2O7), debido a que es una sustancia manejada por
varios autores y de la cual se conocía el comportamiento.

3.1.3.3

Material de laboratorio seleccionado.

Tabla 3. Material empleado
Material
Cajas de Petri de 100 mm de diámetro.
Papel de filtro Whatman Nº3 (o equivalente).

Cantidad
90
6 cajas de 100 filtros

Balones aforados de 1000ml y 100ml.

1 de cada uno

Pipetas aforadas de 0.1, 1, 2 y 5.

1 de cada una

Pipeteadores.

1

Cuadricula milimetrada como elemento de medición.

1

Pinzas.

1

Toallas absorbentes.

1 rollo

Forros de tela negra.

5

Bandejas.

5

Botellas ámbar 1L y 500ml.

5
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Beaker 600ml.

1

Probetas 100ml.

2

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

3.1.4 Montaje de las pruebas de sensibilidad. Estas pruebas de sensibilidad
se llevaron a cabo con el Dicromato de Potasio (K2Cr2O7) con el fin de
garantizar la efectividad de las semillas hacia las pruebas posteriores. Para
esta determinación, se realizaron 20 pruebas de sensibilidad, con 3 réplicas
y su respectivo blanco.

3.1.4.1

Preparación de las diluciones. Se realizaron diluciones de

20ppm, 40ppm, 60ppm, 80ppm y 100ppm a partir de la muestra de
Dicromato de Potasio obtenida, para lo cual se empleó el siguiente
esquema:

Figura 3. Esquema de preparación de dilución en pruebas de sensibilidad
Agregar a un crisol 3g de K2Cr2O7 y llevarlo a
la estufa a 100ºC.
1hora
Llevar el crisol a un desecador
1hora
Medir 1g de K2Cr2O7 y agregarlo en 500ml de
agua destilada y agitar.

Llevar los 500ml de K2Cr2O7 a un balón
aforado de 1L para obtener una
concentración de 1000ppm.

Medir en balones aforados las respectivas
concentraciones elegidas: 100ppm, 80ppm,
60ppm, 40ppm, 20ppm
Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas
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3.1.4.2 Siembra de semillas. En cada caja de petri se ubica el papel filtro
el cual es la cama de las 20 semillas, colocándolas en una secuencia de 2,
3, 5, 5, 3, 2 (como se evidencia en la siguiente imagen). Cabe mencionar
que a cada una de las cajas se le agrega 2ml de la dilución del Dicromato
de Potasio (K2Cr2O7). Obtenido el montaje, las cajas son llevadas a las
bandejas, para ser cubiertas por los forros y se almacenan durante 5 días
lo que equivale a 120 horas.

Figura 4. Ubicación de semillas.

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas.

3.1.4.3 Mediciones de efecto. Se determinó el crecimiento de la radícula
y el hipocótilo de cada una de las semillas, adicionalmente se estableció el
número de semillas germinadas y no germinadas.

Figura 5. Diagrama de medición

Nombre de la fuente. Laura Cristina Pinto Vargas
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3.2 SEGUNDA ETAPA

3.2.1

Generación de toxicidad para el cromo.

determinar el patrón

Con el fin de poder

de CE50 para el cromo, se recurrió a las pruebas

obtenidas con el tóxico de referencia, es decir a las pruebas de sensibilidad
anteriormente descritas, dado que la formula química del Dicromato de Potasio,
permite encontrar al cromo en uno de sus elementos, por descomposición del
compuesto y pesos moleculares se puede obtener la CE 50 para el cromo, sin
necesidad de realizar ninguna otra prueba en el laboratorio, con alguna otra
sustancia que contenga dicho elemento.

Además el cromo presente en el

dicromato posee una valencia de +6, lo que implica que se halla en el estado
hexavalente, estado del cual se requiere su estudio por su grado de toxicidad.

3.2.2

Caracterización

del

vertimiento.

Para

determinar

las

características fisicoquímicas provenientes de la industria galvánica
Cromados del Caribe, se realizaron pruebas in-situ de: Temperatura y pH,
en la piscina de almacenamiento del metal pesado (Cr). En el caso de la
Demanda Bioquímica de Oxigeno, la Demanda Química de Oxigeno y los
Sólidos Suspendidos Totales, se recolectaron muestras del vertimiento con
el fin de analizarlos en el laboratorio.

3.2.2.1

Técnicas utilizadas. Durante la caracterización in-situ se

manipularon equipos de medición directa como el Multiparámetro Hanna, el
cual estaba debidamente calibrado. Conforme a las muestras recolectadas
se utilizaron métodos más tecnificados como:
 La Respirometría, que está basada en la medición de consumo de
oxigeno por parte de microorganismos que trabajan sobre un sustrato
orgánico el cual es degradado y oxidado a CO 2; para utilizar la
respirometría, se necesita una botella respirométrica, la cual permite medir
el consumo de oxígeno realizado por microorganismos en una muestra
líquida colocada en dicha botella. Para realizar una prueba respirométrica,
se toma una cantidad de muestra según la DBO esperada, se le agrega
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unos reactivos, alimento para los microorganismos y sustancias buffer para
fijar en la fase liquida el CO 2 producido, se agrega un inóculo de
microorganismos, se tapa herméticamente y se coloca en una cámara de
incubación. Diariamente se hace la lectura de la botella sin destaparla.
 El Reflujo Cerrado, se basa en el reflujo de la muestra en una solución
ácida fuerte con un exceso conocido de Dicromato de Potasio. Después de
la digestión al Dicromato de Potasio no reducido que quede se le adiciona
Sulfato de Amonio ferroso para determinar la cantidad de Dicromato de
Potasio consumido y calcular la materia orgánica oxidable en términos de
equivalente de oxígeno. Este dato es emitido por el método 029 del Nano
color.
 La Gravimetría, se empleó para la determinación de los SST y su
principio se basa en la diferencia de los pesos; en donde se filtra la
muestra bien mezclada por un filtro estándar, y el residuo retenido en el
mismo se seca en una estufa. El aumento del peso en el filtro representa
los SST.

3.3 TERCERA ETAPA

3.3.1 Montaje de pruebas del vertimiento. Las pruebas provenientes de la
industria galvánica se llevaron a cabo con el fin de establecer la CE 50, de las
semillas con respecto al vertimiento de cromo por lo que se realizaron 5
pruebas, con 3 réplicas y su respectivo blanco.

3.3.1.1

Preparación de las diluciones. Inicialmente se realizaron

diluciones de 20% V/V, 40% V/V, 60% V/V, 80% V/V y 100% V/V a partir de
la muestras. Debido a que en todas las pruebas el porcentaje de inhibición
fue del 100% (ver foto) se procedió con el cambio de las concentraciones,
quedando de la siguiente manera:
Se emplearon las concentraciones de 0.001% V/V, 0.01% V/V, 0.1% V/V, 1%
V/V y de 10% V/V, pero el rango no fue favorable por lo que se decidió variarlo
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nuevamente quedando consecuentemente así: 1% V/V, 10% V/V, 2% V/V,
50% V/V y 70% V/V.

Figura 6. Inhibición total de semillas

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

3.3.1.2 Siembra de semillas. En cada caja de petri se ubica el papel filtro
el cual es la cama de las 20 semillas, colocándolas en una secuencia de 2,
3, 5, 5, 3, 2. Cabe mencionar que a cada una de las cajas se le agrega 2ml
de las diluciones del vertimiento. Obtenido el montaje las cajas son
llevadas a las bandejas, para ser cubiertas por los forros y se almacenan
durante 5 días lo que equivale a 120 horas.

3.3.1.3 Mediciones de efecto. Se determinó el crecimiento de la radícula
y el hipocótilo de cada una de las semillas, adicionalmente se estableció el
número de semillas germinadas y no germinadas.
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Figura 7. Toma de resultados

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

3.3.2

Realización del pre-tratamiento a nivel de laboratorio. El pre-

tratamiento se desarrolló para cada uno de los vertimientos, siguiendo un
principio netamente químico.
Este se inicia teniendo en cuenta el principal contaminante que en este
caso es el cromo hexavalente, que produce un tipo de agua ácida;
partiendo de esto se decidió que el equipo requerido fue un tanque de
precipitación con sistema de agitación y que los reactivos necesarios para
lograr la precipitación química fueron el ácido sulfúrico (H2SO4), el bisulfito
de sodio (NaHSO 3) y hidróxido de calcio (Ca(OH)2).
Ya con los implementos necesarios se inicio el procedimiento el cual se
indica paso a paso:
1. Homogenizar el vertimiento en el beaker durante 3 minutos.
2. Tomar una muestra representativa y determinar el pH y la concentración
de cromo, el pH se determinó in situ mediante el pHmetro, mientras que
para la concentración se envió la muestra a un laboratorio.
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3. Ajustar el pH a 2 mediante la solución de ácido sulfúrico (H2SO4),
mientras se mantiene la agitación.
4. Calcular la cantidad de bisulfito de sodio (NaHSO 3) de acuerdo a la
concentración obtenida del cromo hexavalente y al volumen del agua a pre tratar.
5. Adicionar la solución de bisulfito de sodio (NaHSO 3) para reducir el
cromo hexavalente a trivalente, manteniendo una agitación de 10 minutos.
6. Volver a ajustar el pH a 9 mediante el hidróxido de calcio (Ca(OH) 2)
manteniendo la agitación.
7. Dejar reposar por una hora el agua con el fin de lograr la sedimentación
de los lodos.

Figura 8. Montaje general del pre-tratamiento

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

3.3.3

Montaje de pruebas con el pre-tratamiento. Las pruebas

provenientes del pre-tratamiento se llevaron a cabo con el fin de establecer la
disminución de la CE50 del cromo, por lo que se realizaron 5 pruebas, con 3
réplicas y su respectivo blanco.

3.3.3.1 Preparación de las diluciones. Para el vertimiento pre-tratado de
cromo se emplearon las concentraciones de 20% V/V, 40% V/V, 60% V/V,
80% V/V y 100% V/V.
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3.3.3.2 Siembra de semillas. En cada caja de petri se ubica el papel filtro
el cual es la cama de las 20 semillas, colocándolas en una secuencia de 2,
3, 5, 5, 3, 2. Cabe mencionar que a cada una de las cajas se le agrega 2ml
de las diluciones del vertimiento pre-tratado. Obtenido el montaje las cajas
son llevadas a las bandejas, para ser cubiertas por los forros y se
almacenan durante 5 días lo que equivale a 120 horas.

3.3.3.4 Mediciones de efecto. Se determinó el crecimiento de la radícula
y el hipocótilo de cada una de las semillas, adicionalmente se estableció el
número de semillas germinadas y no germinadas.

3.4 CUARTA ETAPA

3.4.1 Determinación del Índice de Efecto Tóxico Potencial del Vertimiento
Sin Tratar y Pre-tratado. La carga e índice toxicológico es una herramienta
utilizada con el fin de realizar una clasificación de determinado vertimiento
procedente de una industria. Para determinar dicho efecto se llevó a cabo en
primer lugar la ecuación de la carga tóxica (ecuación 1), para posteriormente
poder determinar el índice del efecto tóxico potencial (ecuación 2);
desarrollándose antes y después del tratamiento.

Ecuación 1

Ecuación 2

Donde:

 Q: Caudal promedio del efluente, (

el cual varía según la

producción de la Industria evaluada.
 CE 50: Concentración de Inhibición Media.
 CT: Carga Toxica, expresada en unidades toxicas.
 IT: Índice Toxicológico.
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3.5 DIAGRAMA DE FLUJO. En este esquema se ve plasmada de manera
global y simplificada la metodología llevada a cabo.

PRIMERA
ETAPA

Diseño general
de las pruebas
ecotoxicológicas

Selección
material
biológico

Desarrollo de las
pruebas de
sensibilidad

Obtención
material de
laboratorio

SEGUNDA
ETAPA

Determinación del
porcentaje de
inhibición del
cromo

Caracterización
del vertimiento

TERCERA
ETAPA

Determinación del porcentaje
de inhibición de la semilla
(lactuca sativa) con el
vertimiento sin tratar

Realización de un pretratamiento a nivel
laboratorio

Determinación del porcentaje
de inhibición de la semilla
(lactuca sativa) con el
vertimiento pre-tratado

Determinación del índice de
efecto tóxico potencial del
vertimiento sin tratar y pretratado

CUARTA
ETAPA
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4. ANÁLISIS DE RESULTADOS

A partir de la metodología planteada en el numeral anterior, se realizó la
cuantificación de los resultados en cada una de las

siguientes etapas de

investigación:
Pruebas de sensibilidad
Resultados del patrón de estudio
Caracterización del vertimiento
Pruebas fitotóxicas elaboradas al vertimiento
Realización del pre-tratamiento
Pruebas fitotóxicas elaboradas al pre-tratamiento
Determinación del índice de efecto tóxico potencial

A continuación se muestran los resultados obtenidos en cada una de las etapas
mencionadas:

4.1 Pruebas de Sensibilidad

Teniendo en cuenta que el desarrollo de la plántula es más sensible a los
compuestos o sustancias tóxicas durante los primeros días, las mediciones y
los análisis de resultados se realizaron pasadas 120 horas (tiempo de
germinación de las semillas), esto con el propósito de obtener valores reales
los cuales ayudaran a determinar las consecuencias y los efectos negativos
sobre los organismos expuestos. A continuación se presentan los resultados
de las pruebas de sensibilidad.

4.1.1 Análisis Probit

El análisis Probit se llevó a cabo a partir del protocolo LB06 (ver anexo A), el
cual permite obtener para cada una de las pruebas realizadas la CE 50 con sus
respectivos límites superiores e inferiores. Los resultados hallados para las 20
pruebas fueron:
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Tabla 4.

Concentración de Inhibición Media Obtenida de Pruebas de

Sensibilidad
Límite Inferior

Límite Superior

ppm

ppm

25,9002

20,4044

30,6397

28/07/2008

35,6498

28,6767

41,7849

28/07/2008

32,2068

25,3318

38,2249

28/07/2008

31,0692

23,707

37,4003

28/07/2008

32,9076

21,0995

42,5483

06/08/2008

30,1042

21,6613

37,2357

06/08/2008

31,2891

25,8425

36,1599

06/08/2008

29,8217

23,0949

35,636

06/08/2008

31,0302

25,984

35,5806

06/08/2008

38,022

31,0496

44,2525

13/08/2008

35,3648

28,544

41,4983

13/08/2008

31,5043

22,8076

38,8942

13/08/2008

31,7227

24,7672

37,7556

13/08/2008

32,6914

25,4576

39,0068

13/08/2008

33,8467

23,9739

42,1278

20/08/2008

30,6452

23,5812

36,7029

20/08/2008

32,1873

25,1214

38,3437

20/08/2008

27,9017

20,3869

34,2242

20/08/2008

27,6855

22,4415

32,2847

20/08/2008

33,1166

27,6912

38,0343

Promedio

31,7334

24,5812

37,9168

Fecha

CE50

28/07/2008

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

El promedio de la CE50, para las pruebas de sensibilidad fue de 31,7334 ppm,
el cual se encuentra entre el rango de aceptación que comprenden el límite
inferior 24,5812 ppm y el límite superior 37,9168 ppm, ofreciendo mayor
confiabilidad en el resultado de las pruebas. Estos resultados corresponden al
promedio de 20 pruebas realizadas por cada concentración, los cuales pueden
observarse también gráficamente, así:
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Gráfica 1. Carta Control de Pruebas de Sensibilidad

Carta Control de Pruebas de Sensibilidad
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Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Gráficamente se puede observar que los resultados de las diferentes pruebas
se mantuvieron dentro de los límites de confiabilidad, es decir dentro de
24,5812 y 37,9168, con el fin de comparar la sensibilidad obtenida se tuvo en
cuenta otro estudio realizado, debido a que los demás estudios, realizan las
pruebas de sensibilidad con zinc, este proyecto fue el de la tesis, Ensayo de
Toxicidad Aguda al Efluente de la PTAR de la Calera Mediante la Utilización de
Semillas de Lactuca Sativa L. y Propuesta para su Utilización como Agua de
Riegos para Cultivos

realizada por Andrea Liliana Bayona Pineda y Jairo

Hernán López Celis, quienes obtuvieron por resultado 32,1965 ppm, lo que
garantiza una variabilidad muy pequeña, posiblemente debido a una
manipulación diferente de químicos y/u organismos.

4.1.2 Análisis Anova
Siguiendo la metodología del protocolo LB07 de “Análisis de Varianza” (Ver
Anexo B), se realizó el análisis correspondiente de varianza para los ensayos
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sobre Lactuca Sativa, teniendo en cuenta los resultados en las lecturas de cada
una de las pruebas.

A continuación se da a conocer un ejemplo de las tablas realizadas para cada
una de las 20 pruebas de sensibilidad con Dicromato de Potasio (K2Cr2O7),
con los organismos:

Tabla 5. Pruebas de Sensibilidad
No. De réplicas

Concentración

Total

Promedio

0

0

0

6

8

21

7

15

18

12

45

15

60 ppm

21

17

12

50

17

80 ppm

16

19

17

52

17

100 ppm

17

19

22

58

19

226

75

Nominal

1

2

3

Control

0

0

20ppm

7

40 ppm

Total
Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Tabla 6. Tratamientos Anova para las pruebas de sensibilidad
Tratamiento

6

Observaciones

3

Total

18

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas
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Tabla 7. Resultados Anova para las Pruebas de sensibilidad
Grados

Promedios

de

de

Libertad

Cuadrados

840,44

5

168,09

78,00

12

6,50

918,44

17

Origen de las

Suma de

Variaciones

Cuadrados

Entre
Grupos
Dentro de
Grupos
Total

F

F

Calculado

Teórico

25,86

3,11

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede observar el F calculado es mayor que el F teórico, por
consiguiente se rechaza la hipótesis nula (Ho), y se acepta la hipótesis alterna
(H1), determinando así que las diferentes concentraciones producen efectos
distintos en los organismos prueba.
Se realizó el mismo análisis para las 20 pruebas, obteniendo:

Tabla 8. Resultados Anova para Todas las pruebas de Sensibilidad
No. de
Prueba

Fecha

F
Calculado

F Teórico

Resultado

1

28/07/2008

25,86

3,11

Se acepta H1

2

28/07/2008

26,00

3,11

Se acepta H1

3

28/07/2008

35,40

3,11

Se acepta H1

4

28/07/2008

63,35

3,11

Se acepta H1

5

28/07/2008

13,54

3,11

Se acepta H1

6

06/08/2008

42,49

3,11

Se acepta H1

7

06/08/2008

34,21

3,11

Se acepta H1

8

06/08/2008

84,59

3,11

Se acepta H1

9

06/08/2008

94,45

3,11

Se acepta H1

10

06/08/2008

77,79

3,11

Se acepta H1

11

13/08/2008

27,50

3,11

Se acepta H1

12

13/08/2008

24,06

3,11

Se acepta H1
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13

13/08/2008

18,25

3,11

Se acepta H1

14

13/08/2008

38,38

3,11

Se acepta H1

15

13/08/2008

46,66

3,11

Se acepta H1

16

20/08/2008

42,11

3,11

Se acepta H1

17

20/08/2008

36,81

3,11

Se acepta H1

18

20/08/2008

28,29

3,11

Se acepta H1

19

20/08/2008

60,73

3,11

Se acepta H1

20

20/08/2008

65,96

3,11

Se acepta H1

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

La anterior tabla muestra que el F calculado para cada una de las pruebas
realizadas, es mayor al F teórico 3,11, dando como resultado la aceptación de
H1, lo cual indica que al aumentar la concentración de Dicromato de Potasio
(K2Cr2O7), aumenta también la inhibición de las plántulas expuestas, por tanto
los datos demuestran confiabilidad para la CE50 para el Dicromato de Potasio.
4.1.3 Relación dosis – respuesta a la pruebas de sensibilidad

Esta curva hace referencia al porcentaje de inhibición en el proceso de
germinación de las plántulas y el efecto que produjo cada una de las
concentraciones. Los cuales se señalan a continuación.

Tabla 9. Porcentaje de Inhibición para cada Concentración en las Pruebas de
Sensibilidad
Concentración

% de Inhibición

20

33,75

40

64,33

60

76,00

80

83,33

100

93,25

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas
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La Tabla 9 muestra claramente el comportamiento que presentaron las semillas
frente a cada concentración, observándose que en la menor concentración tuvo
un porcentaje de 33,75%, pero en la mayor su porcentaje se aumento
considerablemente llegando a 93,25%, observándose con más claridad en la
Gráfica presentada a continuación.

Gráfica 2. Relación Dosis Respuesta en Pruebas de Sensibilidad

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede notar en la gráfica el porcentaje de inhibición fue
incrementando gradualmente, presentándose solamente una gran variación
cuando se pasa de la concentración de 20ppm a 40ppm, teniendo en cuenta
que inicialmente este se encontraba en 33.75% y llego a 64.33%.

4.1.4 Elongación de hipocótilo y radícula

La toxicidad fue evaluada por la medición de los efectos sub-letales (inhibición
de la prolongación de la semilla), pero también se debe tener en cuenta el
crecimiento que presentaron las raíces de la semilla pasadas las 120 horas.
Los valores se registran a continuación:
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Tabla 10. Promedios de Elongación de la Radícula en mm en Pruebas de
Sensibilidad
20

40

60

80

100

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

19,7

8,2

6,7

7,4

6,7

9,9

28/07/2008

23,9

8,1

7,7

7,9

8,1

6,5

3

28/07/2008

13,0

10,5

10,3

10,7

10,1

9,5

4

28/07/2008

24,6

8,2

8,3

7,6

8,3

7,0

5

28/07/2008

20,7

8,9

7,6

7,2

7,0

7,8

6

06/08/2008

21,8

8,9

6,7

6,1

6,9

6,7

7

06/08/2008

20,5

7,6

7,8

6,8

7,0

6,0

8

06/08/2008

23,3

9,6

7,7

7,2

6,1

7,3

9

06/08/2008

22,9

8,1

8,3

8,0

7,8

6,5

10

06/08/2008

19,5

10,1

8,9

7,2

6,5

9,3

11

13/08/2008

20,3

7,9

8,6

7,1

8,2

6,4

12

13/08/2008

21,4

9,8

8,5

6,9

7,9

8,2

13

13/08/2008

19,8

8,9

7,3

9,6

7,8

7,6

14

13/08/2008

21,6

8,5

7,1

7,5

7,1

8,3

15

13/08/2008

22,1

8,6

7,5

6,8

7,5

7,6

16

20/08/2008

22,5

7,9

7,6

7,2

7,3

8,4

17

20/08/2008

21,5

9,6

7,3

7,3

7,2

7,6

18

20/08/2008

21,6

9,3

8,6

7,9

7,6

6,2

19

20/08/2008

19,8

9,1

7,2

8,1

7,9

6,1

20

20/08/2008

22,6

8,6

8,2

8,6

8,2

6,4

21,16

8,82

7,90

7,66

7,56

7,47

Bioensayo

Fecha

Control

1

28/07/2008

2

Promedio

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como resultado de la tabla 10 se deduce que existe una inhibición de 7,47mm
en la concentración más alta y que esta se va reduciendo a medida que
disminuye la concentración, llegando a 8,82mm, por lo tanto se dice que cuanto
mayor sea la concentración del vertimiento, mayor va a ser la afectación del
crecimiento de la radícula.
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Con el fin de determinar la afectación no solo de la radícula se analizaron
también los resultados obtenidos para las mediciones del hipocótilo.

Los

cuales se observan a continuación:

Tabla 11.

Promedios de Elongación del Hipocótilo en mm en Pruebas de

Sensibilidad
20

40

60

80

100

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

12,7

8,7

7,8

6,7

7,2

6,3

28/07/2008

12,2

8,1

6,0

6,3

5,9

6,6

3

28/07/2008

13,3

14,3

14,4

12,0

10,0

8,0

4

28/07/2008

13,9

10,6

7,3

7,8

7,2

7,1

5

28/07/2008

15,3

11,0

8,9

8,0

7,8

6,8

6

06/08/2008

14,0

9,9

7,5

7,4

7,1

8,2

7

06/08/2008

13,8

10,7

9,3

7,3

8,1

7,0

8

06/08/2008

13,4

10,7

8,7

7,9

7,9

8,7

9

06/08/2008

14,1

10,4

8,4

7,3

7,0

7,2

10

06/08/2008

12,9

11,1

9,3

7,7

6,8

6,7

11

13/08/2008

13,8

10,2

9,2

7,5

7,1

7,8

12

13/08/2008

13,9

10,9

8,5

7,9

6,9

6,9

13

13/08/2008

13,6

11,3

7,6

8,3

7,9

7,8

14

13/08/2008

13,8

10,1

7,9

7,3

7,3

6,7

15

13/08/2008

13,7

9,0

8,4

8,6

6,8

8,3

16

20/08/2008

14,2

10,5

9,5

8,6

6,4

7,5

17

20/08/2008

14,6

11,1

8,6

7,8

8,1

7,6

18

20/08/2008

12,8

10,1

9,3

7,8

8,5

7,1

19

20/08/2008

13,9

10,8

8,5

6,8

8,6

7,3

20

20/08/2008

12,7

10,2

8,8

8,1

9,0

6,8

Promedio

13,63

10,49

8,70

7,86

7,58

7,32

Bioensayo

Fecha

Control

1

28/07/2008

2

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede observar en la tabla 12 el hipocótilo tuvo una elongación de
7,32mm en la mayor concentración y esta fue aumentando a medida que
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disminuía la concentración,

llegando a 10,49mm.

De una manera

generalizada los resultados permiten ver que la relación de mayor
concentración es inversamente proporcional a la elongación de la plántula en
general, notándose de una manera mas clara en la siguiente gráfica:

Gráfica 3. Relación de Elongación Plántula vs Concentración en Pruebas de
Sensibilidad

Elongación en
mm

Relación de Elongación Plántula vs
Concentración
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00
control

20

40

60

80

100

Concentración (ppm)
Elongación de radícula

Elongación de hipocótilo

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

La gráfica muestra una mayor variación de elongación del hipocótilo, en donde
pasó de 13,63 mm en el control a 10,5 mm en 20 ppm y disminuyó
gradualmente hasta llegar a 7,3 mm en 100 ppm de Dicromato de Potasio, que
al compararlo con la elongación de la radícula es más significativo a la
respuesta de las concentraciones utilizadas en la sensibilidad.

4.2 Resultados del Patrón de Estudio

Como el patrón de objeto de estudio es el cromo, no se realizaron pruebas con
sustancia pura, puesto que en las pruebas de sensibilidad se utilizó el
Dicromato de Potasio (K2Cr2O7), y valiéndose de que en su compuesto se
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encuentra el elemento cromo, se procedió a determinar el CE50 mediante la
relación cromo-Dicromato de Potasio arrojando el siguiente resultado:

CE 50 Cr2
CE 50 Cr2

104gr

molCr2
294gr

31.7334CE 50 k 2 Cr2 O7
molk2 Cr2 O7

11,22 ppm

Lo que indica que a 11,22 ppm existe el 50% de inhibición de la Lactuca sativa
cuando se expone al Cromo hexavalente, un estudio realizado por el Instituto
Mexicano de Tecnología del Agua, en junio de 2007, estableció que la CE 50 en
L. sativa para Cr+6 es de 16,3 ppm, lo que indica que no existe una gran
variación y que esta pudo ser debida a manipulaciones distintas en los
procedimientos.

4.3 Caracterización del Vertimiento

El vertimiento proveniente de Cromados del Caribe presentaba las siguientes
características físico-químicas, las cuales fueron determinadas en dos etapas,
la in-situ y la ex-situ

Tabla 12. Caracterización del Vertimiento
In-Situ

Ex-Situ

Parámetro

pH

Temperatura

SST

DBO

DQO

Valor

9

18

0

11

432

Unidad

Unidades

ºC

mg/L

mg/L

mg/L

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede notar el vertimiento no contenía sólidos suspendidos totales,
en cuanto al pH, éste se encuentra al límite de cumplir con la resolución 1074
de 1997, mientras que la DBO y DQO están muy por debajo de llegar a su
máximo permisible, pudiéndose notar una baja carga orgánica de DBO y DQO.
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4.4 Pruebas Fitotóxicas Elaboradas al Vertimiento

Con el fin de desarrollar las pruebas fitotóxicas del vertimiento se realizaron
pruebas preliminares, las cuales se fueron descartando, dado a que en esas
concentraciones o bien existía un 100% de inhibición de las semillas o por el
contrario no se presentaba inhibición de ninguna, las concentraciones
preliminares fueron:

Tabla 13. Concentraciones del Vertimiento Preliminares
Concentraciones (% V/V)
20

40

60

80

100

0.001

0.01

0.1

1

10

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

A partir de estas concentraciones utilizadas en las pruebas preliminares se
definieron

las

concentraciones

de

las

pruebas

definitivas.

Estas

concentraciones fueron de 1, 10, 20, 50 y 70 % V/V con las que se realizaron 5
pruebas cada una de 3 réplicas y con su respectivo blanco.

4.4.1 Análisis Probit

Las pruebas definitivas realizadas al vertimiento fueron cinco, obteniéndose
para cada una la CE50 con sus respectivos límites inferior y superior.
Los resultados hallados para cada una de las pruebas puede observarse a
continuación:

Tabla 14. Concentración de Inhibición Media Obtenida del Vertimiento
Fecha

CE50 (% V/V)

Límite Inferior (% V/V)

Límite Superior (% V/V)

27/11/08

48.6789

39.8803

57.5682

27/11/08

48.0335

39.1116

59.6737

27/11/08

50.3334

41.2591

57.5011
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27/11/08

47.1240

38.4695

55.3549

27/11/08

49.4381

40.8573

59.4741

Promedio

48,7216

39,9156

57,9144

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

El promedio de la CE50, para el vertimiento fue de 48.7216 % V/V, el cual se
encuentra entre el rango de aceptación que comprenden el límite inferior
39.9156% V/V y el límite superior 57.9144% V/V, ofreciendo mayor
confiabilidad en el resultado de las pruebas. Estos resultados corresponden al
promedio de 5 pruebas realizadas por cada concentración.

Estos resultados pueden observarse también gráficamente, así:

Gráfica 4. Concentración de Inhibición Media Obtenida del Vertimiento

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Gráficamente se puede observar que los resultados de las diferentes pruebas
se mantuvieron dentro de los límites de confiabilidad, también estuvieron
cercanos al promedio.
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4.4.2 Análisis Anova

A continuación se puede observar, un ejemplo de las tablas realizadas para las
5 pruebas efectuadas para el vertimiento

Tabla 15. Pruebas de Vertimiento
No. De réplicas

Concentración

Total

Promedio

0

2

1

2

2

6

2

3

2

3

8

3

20 ppm

4

2

2

8

3

50 ppm

11

12

13

36

12

70 ppm

13

15

14

42

14

102

34

Nominal

1

2

3

Control

1

1

1 ppm

2

10 ppm

Total
Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Tabla 16. Tratamientos Anova para Pruebas del Vertimiento
Tratamiento

6

Observaciones

3

Total

18

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Tabla 17. Resultados Anova para Pruebas del Vertimiento
Origen de
las
Variaciones
Entre
Grupos
Dentro de
Grupos
Total

Suma de

Grados de

Promedios de

F

F

Cuadrados

Libertad

Cuadrados

Calculado

Teórico

498

5

99,60

8

12

0,67

149,40

3,11

506

17

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas
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Como se puede observar el F calculado es mayor que el F teórico, por
consiguiente se rechaza la hipótesis nula (Ho), y se acepta la hipótesis alterna
(H1), determinando así que las diferentes concentraciones producen efectos
distintos en los organismos prueba.
Para las demás pruebas los resultados fueron los siguientes:

Tabla 18. Resultados Anova para Todas las pruebas del Vertimiento
No. de
Prueba

F

Fecha

Calculado

F Teórico

Resultado

1

27/11/2008

149,40

3,11

Se acepta H1

2

27/11/2008

81,92

3,11

Se acepta H1

3

27/11/2008

28,15

3,11

Se acepta H1

4

27/11/2008

79,47

3,11

Se acepta H1

5

27/11/2008

42,57

3,11

Se acepta H1

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Todos los resultados para el vertimiento, muestran que el F calculado es mayor
al F teórico 3,11, dando como resultado la aceptación de H1, lo cual indica que
al aumentar la concentración del vertimiento, aumenta también la inhibición de
la plántula, por tanto los datos demuestran confiabilidad para la CE50 del
vertimiento.
4.4.3 Relación dosis – respuesta al vertimiento

Esta curva hace referencia al porcentaje de inhibición en el proceso de
germinación de las plántulas y el efecto que produjo cada una de las
concentraciones. Los cuales se señalan a continuación.
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Tabla 19. Porcentaje de Inhibición para cada Concentración en Pruebas de
Vertimiento
Concentración

% de Inhibición

1

8,67

10

12,00

20

14,33

50

56,67

70

71,33

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

La Tabla 19 muestra claramente el comportamiento que presentaron las
semillas frente a cada concentración, observándose que en la menor
concentración tuvo un porcentaje de inhibición de 8,67%, pero en la mayor su
porcentaje se aumento considerablemente, llegando a 71,33%, pudiéndose ver
con más claridad en la gráfica presentada a continuación.

Gráfica 5. Relación Dosis Respuesta en Pruebas de Vertimiento

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede notar en la gráfica el porcentaje de inhibición fue aumentando
gradualmente, presentándose una gran variación cuando se pasa de la
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concentración de 20% V/V a 50% V/V, teniendo en cuenta que inicialmente
este se encontraba en 14,33% y llego a 56,67% para finalizar en 71,33%
cuando la concentración fue de 70% V/V.

4.4.4. Elongación de hipocótilo y radícula

Los valores obtenidos de la elongación de radícula y hipocótilo se registran a
continuación:

Tabla 20. Promedios de Elongación de la Radícula en mm en Pruebas de
Vertimiento
Bioensayo

Fecha

Control 1%V/V 10%V/V 20%V/V 50%V/V 70%V/V

1

27/11/2008

13,1

15,8

10,6

9,0

8,2

7,8

2

27/11/2008

23,5

15,1

14,3

10,5

8,4

8,7

3

27/11/2008

15,1

16,8

15,0

9,5

8,0

6,8

4

27/11/2008

10,4

14,5

12,0

9,7

7,9

8,5

5

27/11/2008

17,5

14,8

11,7

9,7

7,5

7,5

Promedio

15,92

15,4

12,72

9,68

8,00

7,86

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como resultado de la tabla 20 se deduce que existe una inhibición de 7,86mm
en la concentración más alta y que esta se va reduciendo a medida que
disminuye la concentración, llegando a 15,4mm, por lo tanto se dice que cuanto
mayor sea la concentración del vertimiento, mayor va a ser la afectación del
crecimiento de la radícula.

Con el fin de determinar la afectación no solo de la radícula se analizo también
los resultados obtenidos para las mediciones del hipocótilo. Los cuales son
mostrados a continuación:
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Tabla 21.

Promedios de Elongación del Hipocótilo en mm en Pruebas de

Vertimiento
Bioensayo

Fecha

Control 1%V/V 10%V/V 20%V/V 50%V/V 70%V/V

1

27/11/2008

12,5

11,6

9,7

10,1

8,1

8,3

2

27/11/2008

15,7

13,8

11,9

10,5

8,1

8,0

3

27/11/2008

12,1

12,4

11,1

10,9

7,8

7,1

4

27/11/2008

14,9

12,2

11,1

10,1

8,6

7,1

5

27/11/2008

11,4

11,4

10,6

12,1

9,8

7,3

Promedio

13,32

12,28

10,88

10,74

8,48

7,56

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede observar en la tabla 21 el hipocótilo tuvo elongación de
7,56mm en la mayor concentración y esta fue aumentando a medida que
disminuía la concentración, llegando a 12,28mm. Por lo tanto se puede decir
que al aumentar las concentración del vertimiento, aumenta la afectación del
hipocótilo; y de una manera generalizada los resultados permiten ver que la
relación de mayor concentración es inversamente proporcional a la elongación
de la plántula en general, notándose de una manera mas clara en la siguiente
gráfica:

Gráfica 6.

Relación de Elongación de la Plántula vs la Concentración en

Pruebas de Vertimiento

Elongación en
mm

Relación de Elongación Plántula vs
Concentración
20
15
10
0

5
0
control

1

10

20

50

70

Concentración (% V/V)
Elongación de radícula

Elongación de Hipocótilo

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas
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La gráfica muestra una mayor variación de elongación de la radícula, en donde
paso de 16 mm en el control y fue disminuyendo proporcionalmente hasta
llegar a 7,86 mm en 70% V/V, que al compararlo con la elongación del
hipocótilo es mas significativa a la respuesta de las concentraciones.

4.5 Realización del Pre-Tratamiento

Para poder llevar a cabo el pre-tratamiento se determinó de manera inicial la
concentración del cromo hexavalente encontrada en el vertimiento, el cual fue
analizado en un laboratorio generando como resultado 0.53 mg/L (Ver Anexo
C), con base a esto y al procedimiento descrito en la metodología, se llegaron a
los siguientes resultados:

4.5.1 Determinación de la cantidad de bisulfito de sodio (NaHSO3)
De la reacción para precipitar cromo se deduce:
4 NaHSO3

K 2 Cr2 O7

Cr2 SO3

3Ca OH

3

K 2 SO3

2

Cr2 SO3

2Cr OH

3

3

2 Na 2 O 2 H 2 O

3CaSO4

gr K 2 Cr2 O7

294 gr molK 2 Cr2 O7 0.00053grCr2
104 gr molCr2

gr K 2 Cr2 O7

0.0015

gr NaHSO3

416 gr molNaHSO3 0.0015grK 2 Cr2 O7
294 gr molK 2 Cr2 O7

gr NaHSO3

0.0022

en

100ml, por lo tan to son 0.011gr en 500ml

Ya con la cantidad de bisulfito necesario se realizó el procedimiento utilizando
volúmenes de 20, 40, 60, 80 y 100 ml de la solución de bisulfito.

Los

resultados obtenidos para cada prueba se pueden observar en la siguiente
figura:
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Figura 9. Precipitación del Cromo con los 5 Volúmenes Utilizados

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Para determinar la mejor prueba se observó cual tuvo una mejor precipitación
durante una hora, dando como resultado la prueba número 3.

4.5.2

Análisis del pre-tratamiento

Para conocer que existió una disminución en la concentración del cromo
hexavalente y que este se precipitó, inicialmente se pudo obtener de una
manera cualitativa pues el color del vertimiento vario luego de su pretratamiento, pudiéndose notar en la siguiente figura:
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Figura 10. Variación de la Tonalidad de Color del Vertimiento

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Posteriormente se requería de una análisis mas detallado, es decir cuantitativo
por lo que se llevó a cabo la caracterización nuevamente del vertimiento
determinando el valor de SST, DBO, DQO y con el fin de establecer si se había
disminuido la concentración del cromo hexavalente se remitió a un laboratorio
para obtener dicho resultado (Ver Anexo D), los datos hallados fueron los
siguientes:

Tabla 22. Resultados Caracterización del Pre-Tratamiento
Parámetro

Resultados

Expresado Como

SST

0

mg/L

DQO

194

mg/L

DBO

5

mg/L

Concentración cromo hexavalente

0.05

mg/L

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede observar los SST se mantuvieron en 0 mg/L, mientras que la
DBO y DQO disminuyeron casi en un 50%, mientras que la concentración de
cromo se redujo considerablemente en un 94%. Lo que garantizaría que el
vertimiento disminuyo su carga tóxica y cumple con la norma de la resolución
1074 de 1997 del Dama (hoy día Secretaría de Ambiente)
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4.6 Pruebas Fitotóxicas Elaboradas al Pre-Tratamiento

Para poder determinar una disminución en la inhibición de las semillas (lactuca
sativa) se realizaron las pruebas fitotóxicas con el vertimiento proveniente del
pre-tratamiento. En estas pruebas se hicieron 5 concentraciones con 3 réplicas
las cuales fueron, 20, 40, 60, 80, 100 % V/V, incluyendo el control.

4.6.1 Análisis Probit

Las pruebas realizadas al vertimiento pre-tratado fueron cinco, obteniéndose
para cada una la CE50 con sus respectivos límites inferior y superior.
Los resultados hallados para cada una de las pruebas pueden observarse a
continuación:

Tabla 23. Concentración de Inhibición Media para el Vertimiento Pre-Tratado
Fecha

CE50 (% V/V)

Límite Inferior (% V/V)

Límite Superior (% V/V)

04/03/2009

62,7137

45,8668

78,9337

04/03/2009

59,9032

46,6925

75,8611

04/03/2009

60,5166

46,3281

81,5694

04/03/2009

58,5636

46,7219

75,9168

04/03/2009

60,5629

48,7948

78,3723

promedio

60,4520

46,8808

78,1307

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

El promedio de la CE50, para el vertimiento del pre-tratamiento fue de
60,4520% V/V, el cual se encuentra entre el rango de aceptación que
comprenden el límite inferior 46,8808% V/V y el límite superior 78,1307% V/V,
ofreciendo mayor confiabilidad en el resultado de las pruebas. Estos resultados
corresponden al promedio de 5 pruebas realizadas por cada concentración.

Los resultados pueden observarse también gráficamente, así:
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Gráfica 7. Concentración de Inhibición Media para el Vertimiento Pre-Tratado

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Gráficamente se puede observar que los resultados de las diferentes pruebas
se mantuvieron dentro de los límites de confiabilidad, también estuvieron
cercanos al promedio.

4.6.2 Análisis Anova

A continuación se puede observar, un ejemplo de las tablas realizadas para las
5 pruebas efectuadas para el vertimiento pre-tratado

Tabla 24. Pruebas de Vertimiento Pre-tratado
No. De réplicas

Concentración

Total

Promedio

3

10

3

7

7

19

6

9

7

9

25

8

60 ppm

9

12

11

32

11

80 ppm

12

15

13

40

13

Nominal

1

2

3

Control

5

2

20 ppm

5

40 ppm
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100 ppm

17

16

14
Total

47

16

173

58

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Tabla 25. Tratamientos Anova para Pruebas de Vertimiento Pre-Tratado
Tratamiento

6

Observaciones

3

Total

18

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Tabla 26. Resultados Anova para Pruebas de Vertimiento Pre-Tratado
Grados

Promedios

de

de

Libertad

Cuadrados

310,28

5

62,06

24

12

2,00

334,28

17

Origen de las

Suma de

Variaciones

Cuadrados

Entre
Grupos
Dentro de
Grupos
Total

F

F

Calculado

Teórico

31,03

3,11

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede observar el F calculado es mayor que el F teórico, por
consiguiente se rechaza la hipótesis nula (Ho), y se acepta la hipótesis alterna
(H1), determinando así que las diferentes concentraciones producen efectos
distintos en los organismos prueba.
Para las demás pruebas los resultados fueron los siguientes:

Tabla 27. Resultados Anova para Todas las pruebas del Vertimiento PreTratado
No. de
Prueba
1

Fecha
04/03/2009

F

F

Calculado

Teórico

31,03

3,11
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2

04/03/2009

7,18

3,11

Se acepta H1

3

04/03/2009

15,98

3,11

Se acepta H1

4

04/03/2009

6,97

3,11

Se acepta H1

5

04/03/2009

9,89

3,11

Se acepta H1

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Todos los resultados para el vertimiento pre-tratado, muestran que el F
calculado es mayor al F teórico 3,11, dando como resultado la aceptación de
H1, lo cual indica que al aumentar la concentración del vertimiento pre-tratado,
aumenta también la inhibición de la plántula, por tanto los datos demuestran
confiabilidad para la CE50 del vertimiento pre-tratado.
4.6.3 Relación Dosis – Respuesta al Vertimiento Pre-Tratado

Esta curva hace referencia al porcentaje de inhibición en el proceso de
germinación de las plántulas y el efecto que produjo cada una de las
concentraciones. Los cuales se señalan a continuación.

Tabla 28. Porcentaje de inhibición para cada concentración en Pruebas de
Vertimiento Pre-Tratado
Concentración

% de Inhibición

20

27,00

40

39,67

60

48,33

80

62,00

100

69,33

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

La Tabla 28 muestra claramente el comportamiento que presentaron las
semillas frente a cada concentración, observándose que en la menor
concentración tuvo un porcentaje de inhibición de 27%, pero en la mayor, su
porcentaje aumentó considerablemente, llegando a 69,33%, pudiéndose ver
con más claridad en la gráfica presentada a continuación.

Laura Cristina Pinto Vargas

71

Determinación de la Concentración de Inhibición Media (CE50) de Cromo
para la Semilla Lactuca sativa Mediante Ensayos de Toxicidad

Gráfica 8. Relación Dosis Respuesta en Pruebas de Vertimiento Pre-Tratado

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede notar en la gráfica el porcentaje de inhibición fue aumentando
gradualmente, sin presentarse alguna variación significativa, iniciando en 27%
en 20 %V/V para finalizar en 69,33% en 100 %V/V.

4.6.4 Elongación de Hipocótilo y Radícula

Los valores obtenidos de la elongación de radícula y hipocótilo se registran a
continuación:

Tabla 29. Promedios de Elongación de la Radícula en mm en Pruebas de
Vertimiento Pre-Tratado
20%

40%

60%

80%

100%

V/V

V/V

V/V

V/V

V/V

16,6

13,6

9,5

8,8

9,5

9,1

04/03/2009

16,3

11,4

8,9

9,1

8,8

8,3

3

04/03/2009

16,3

11,2

9,2

9,0

8,1

8,3

4

04/03/2009

18,6

11,6

9,0

8,5

7,4

7,2

5

04/03/2009

18,2

12,4

9,4

8,4

7,4

7,0

Promedio

17,20

12,04

9,20

8,76

8,24

7,98

Bioensayo

Fecha

Control

1

04/03/2009

2

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas
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Como resultado de la tabla 29 se deduce que existe una inhibición de 7,98mm
en la concentración más alta y que ésta se va reduciendo a medida que
disminuye la concentración, llegando a 12,04mm, por lo tanto se dice que
cuanto mayor sea la concentración del vertimiento pre-tratado, mayor va a ser
la afectación del crecimiento de la radícula.

Con el fin de determinar la afectación no solo de la radícula se analizaron
también los resultados obtenidos para las mediciones del hipocótilo.

Los

cuales son mostrados a continuación:

Tabla 30.

Promedios de Elongación del Hipocótilo en mm en Pruebas de

Vertimiento Pre-Tratado
20%

40%

60%

80%

100%

V/V

V/V

V/V

V/V

V/V

12,4

10,9

9,7

9,6

8,8

8,2

04/03/2009

13,6

13,7

9,4

9,5

9,0

9,1

3

04/03/2009

12,9

14,2

9,3

9,6

8,1

7,8

4

04/03/2009

14,1

14,6

9,4

9,2

8

6,9

5

04/03/2009

15,8

11,3

10,4

9,0

8,1

7,1

Promedio

13,76

12,94

9,64

9,38

8,40

7,82

Bioensayo

Fecha

Control

1

04/03/2009

2

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Como se puede observar en la tabla 30 el hipocótilo tuvo una elongación de
7,82 mm en la mayor concentración y esta fue aumentando a medida que
disminuía la concentración, llegando a 12,94mm. Por lo tanto se puede decir
que al aumentar la concentración del vertimiento pre-tratado, aumenta la
afectación del hipocótilo;

y

de una manera generalizada los resultados

permiten ver que la relación de mayor concentración es inversamente
proporcional a la elongación de la plántula en general, notándose de una
manera mas clara en la siguiente gráfica:
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Gráfica 9.

Relación de Elongación de la Plántula vs la Concentración en

Pruebas de Vertimiento Pre-Tratado

Elongación en
mm

Relación de Elongación Plántula vs
Concentración
20
15
10
5
0
control

20

40

60

80

100

Concentración (%V/V)
Elongación de radícula

Elongación de hipocótilo

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

La gráfica muestra una afectación proporcional en la elongación de tanto la
radícula como la del hipocótilo, quienes tuvieron una disminución proporcional,
debido a que en el control la radícula inicio con 17,2 mm, mientras que el
hipocótilo con 13,76 mm para finalizar en la concentración de 100% V/V con
7,98mm la radícula y 7,82mm el hipocótilo.

4.7 Determinación del Índice de Efecto Tóxico Potencial

Con el fin de obtener una clasificación del vertimiento proveniente de la
Industria Cromados del Caribe, se decide hallar el índice toxicológico de este.

4.7.1 Índice Toxicológico del Vertimiento

Q
Q

V
t
2000 L
2meses

L
1000
mes

1m 3
1000 L

1m 3 / mes
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C arg a Tóxica (UT )
C arg a Tóxica (UT )
C arg a Tóxica (UT )
IT

Log 1 UT

IT

Log 1 2.05

IT

0.48

100
CE 50

Q

100
1
48.7216
2.05

4.7.2 Índice Toxicológico del Vertimiento Pre-Tratado

Q
Q

V
t
2000L
L
1m 3
1000
1m 3 / mes
2meses
mes 1000L

C arg a Tóxica (UT )

100
CE 50

Q

100
1
60.4520
C arg a Tóxica (UT ) 1.65
C arg a Tóxica (UT )

IT
IT
IT

Log 1 UT
Log 1 1.65
0.42

Donde:
 Q: Caudal promedio del efluente, (m3/mes) el cual varía según la producción
de la Industria evaluada.
 CL 50: Concentración letal media promedio
 CT: Carga Toxica, expresada en unidades toxicas
 IT: Índice Toxicológico
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Como se puede notar el índice toxicológico disminuye después de realizar el
pre-tratamiento al vertimiento de cromo, pasando de 0,48 a 0,42, cabe notar
que esta disminución no es tan drástica, así como se puede observar que el
vertimiento original de Cromados del Caribe no presenta un elevado índice
toxicológico.

Gráfica 10. Relación de Índices Toxicológicos
Indice Toxicológico del Vertimiento y del
Vertimiento Pre-Tratado

0.50
0.48
0.46
0.44
0.42
0.40
0.38
1
Vertimiento

Vertimiento Pre-Tratado

Nombre de la Fuente. Laura Cristina Pinto Vargas

Del resultado obtenido y mediante la tabla 31 se puede observar que el índice
toxicológico es de tipo despreciable, pues se encuentra por debajo de los
rangos.

Tabla 31. Rangos de Índices Toxicológicos
Rangos

Carga Toxica

1 - 1.99

Despreciable

2 - 2.99

Reducida

3 – 3.99

Moderada

4 – 4.99

Considerable

>5

Elevada

Nombre de la Fuente. ESCOBAR, MALAVER; Pedro Miguel. Implementación de un
sistema de alerta de riesgo toxicológico utilizando Daphnia Pulex para la evaluación de
muestras ambientales.
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5.

CONCLUSIONES

 La sensibilidad encontrada en la Lactuca sativa al Dicromato de Potasio fue
de 31,7334 ppm, entre el límite inferior de 24,5812 y el límite superior de
37,9168, que al compararlo con los resultados obtenidos por autores anteriores
se pudo observar que no existía una variación significativa, lo que indica que la
variación pudo ser debida a una distinta manipulación en los químicos o en las
semillas.
 Se determinó que la concentración de inhibición media (CE 50) para el cromo
hexavalente es 11,22 ppm, dicha concentración es mayor a la estipulada en la
resolución 1074 de 1997, la cual establece una CE50 de 0,5 mg/L al igual que
con el decreto 1594 de 1984 para el cual el valor de CE 50 es de 0,01 mg/L, lo
que garantiza la supervivencia de la flora y fauna ya que se necesitan
concentraciones mayores de cromo hexavalente para lograr como mínimo el
50% de inhibición de la población expuesta al tóxico.
 La concentración de cromo hexavalente encontrada antes del pretratamiento fue de 0,53 mg/L, superando el límite permisible de la resolución
1074 de 1997 que lo estipula en 0,50 mg/L, sin embargo luego del pretratamiento la concentración disminuyo a 0,05 mg/L, lo que garantiza un 94%
de eficiencia del proceso, cumpliendo de esta manera la concentración
establecida por la norma.
 La CE50 del vertimiento fue de 48,7216% V/V y la de después del pretratamiento fue de 60,4520% V/V, al compararlos se puede observar que el
pre-tratamiento disminuye la concentración de inhibición media de la plántula,
puesto que el porcentaje del pre-tratamiento debe ser superior al 60% para
lograr un 50% de inhibición de los organismos.
 En todas las pruebas fitotóxicas se puede concluir que la relación
concentración - % de inhibición es directamente proporcional, es decir que a
mayores concentraciones se presento mayor inhibición de plántulas, mientras
que en el caso de la relación concentración – elongación de plántula, presenta
una variación debido a que esta es inversamente proporcional, lo que significa
que a mayor concentración, menor elongación de la plántula.
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 La elongación producida por la plántula, ya sea de la radícula o del
hipocótilo, pueden ser utilizadas para el desarrollo de la pruebas toxicológicas,
pues su estudio puede aportar información sobre las características
fisicoquímicas del vertimiento proveniente de la industria galvanica.
 Durante la realización de el análisis de varianza (ANOVA) para cada una de
las pruebas fitotóxicas, se rechaza la hipótesis nula (Ho) y se acepta la
hipótesis alterna (H1), estableciendo que a diferentes concentraciones se
producen efectos distintos en los organismos de prueba, proporcionando de
esta manera un grado de confiabilidad de los resultados obtenidos durante el
desarrollo de las pruebas.
 El índice toxicológico del vertimiento es de tipo despreciable, y los
resultados obtenidos después del pre-tratamiento no disminuyeron demasiado,
debido a que la concentración de inhibición media (CE 50) antes y después del
pre-tratamiento no tuvo mayor modificación.
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6. RECOMENDACIONES
 Las pruebas de bioensayos deben ampliarse a otros sectores industriales y
a diferentes sustancias tóxicas, con el fin de diagnosticar los posibles impactos
ambientales negativos que puedan afectar los ecosistemas; además de
generar indicadores con el fin de prevenir dichos impactos.
 Con el fin de lograr resultados de mejor precisión y exactitud en las pruebas
fitotóxicas para el estudio de los vertimientos de las industrias, estos deben ser
tomados en relaciones constantes, debido a que en dichas industrias la
concentración del metal varía continuamente, ya que depende de la cantidad
de producción que realicen.
 El pre-tratamiento obtenido por la precipitación química de cromo mediante
bisulfito de sodio genera una gran cantidad de lodos, que a su vez son tóxicos
también y esto puede generar impactos en otros recursos naturales, por lo
tanto, se recomienda que éstos no sean llevados a rellenos sanitarios, sino que
cumplan algún otro tipo de uso como en el posible caso de servir de materia
prima en el proceso de vidrio.
 Debido a que el índice de efecto tóxico potencial no tuvo una gran
disminución con el pre-tratamiento, se podría llevar a cabo algún otro tipo de
proceso adicional como el de depuración biológica, mediante lodos activados o
clarificación, mediante un clarifloculador.
 Durante el proceso de enjuague en las industrias galvanotecnias se
requiere de grandes cantidades de agua, por lo tanto se sugiere que para una
reducción de esté, se lleven a cabo enjuagues a contra corrientes, el cual
consiste en introducir agua limpia al enjuague que se encuentra mas lejano a la
solución del proceso y fluye hasta el tanque más cercano a dicha solución (el
agua y las piezas fluyen en dirección opuesta).
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